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Microbial  electrolysis  is  a  recently developed,  sustainable  technology  for H2 production 
from waste streams. It combines the removal of organic material with the production of a 
valuable  product. However, microbial  electrolysis  is  still  in  its  infancy.  This  thesis  deals 
with  improving  the performance of microbial electrolysis cells  (MECs), with  the ultimate 
goal to come to a cost‐effective H2 production process.  
  In  this  introductory  chapter  a  general  background  is  given,  starting  with  the 
challenge to produce H2 for the world’s steadily growing needs, and, via the production of 
H2 from biomass with microbial electrolysis, narrowing down to the focus of this thesis, i.e. 








Hydrogen gas, H2,  is a valuable compound that  is nowadays often associated with  its use 
as fuel. However,  it has many other applications. With respect to  its use, H2  is commonly 
divided into 1) captive H2, 2) fuel H2, and 3) merchant H2.  
  Captive H2 is produced and used on‐site as chemical. At present, this is the main 
use  of  H2. Of  all  produced H2,  about  50 %  is  used  for  ammonia  production,  37 %  for 
petroleum processing  (e.g. desulphurization and hydro  cracking), and 8 %  for methanol 
production (percentages date from 1998 [1]).   
Fuel  H2  is  used  in  rockets,  automotive,  heating  and  power  production.  This 
application  is still  limited, but may  increase  to substitute our  fossil based  transportation 
fuels. 
  Merchant H2 is produced at one location and transported to another location for 
various  applications  [2],  such  as  hydrogenation  of  oils  and  fats  and  production  of 
pharmaceuticals. Less than 1 % of all produced H2 is sold as merchant H2 [2]. 
  In  2005,  total  H2  use  was  about  5  EJ  (exajoule,  1018  J)  worldwide  [3], 
corresponding  to  5∙1011 m3  hydrogen  gas  at  standard  temperature  and  pressure  (STP). 
According to one of the scenarios of the International Energy Agency (IEA) [3], total H2 use 
may  increase  to  22  EJ  in  2050,  from which  12  EJ  is  fuel H2.  In  this  scenario, H2 would 







is  not  naturally  present  in  considerable  quantities  on  earth.  Therefore,  it  needs  to  be 
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However,  fossil  fuels are a  finite  resource  [5].  For example,  crude oil production  in  the 
North  Sea  (Figure  1)  seems  to  have  peaked  already  [6].  Because  our  own  fossil  fuel 
resources  are  limited  [7],  supply  largely  depends  from  other  countries, which may  be 
politically unstable. For example, protests against governments, started at the end of 2010 
in North‐Africa and  the Middle East, have  raised oil prices  to  the highest  levels  in years 
(e.g. 13th of March 2011: over 100 USD per barrel WTI). Moreover, fossil fuel combustion 





use  energy  input  from  renewable  sources.  Examples  of  such  technologies  are  water 
















  Biomass  can  be  converted  into  H2  through  thermal  processes,  fermentative 
processes,  and  microbial  electrolysis.  Thermal  processes  are  mainly  suitable  for  solid 





Thermal processes  convert biomass  through pyrolysis, partial oxidation  and  gasification 
[11,14] at high temperatures (600‐1000 °C) into H2 [15]: 
 
Pyrolysis:    CHCHCOCOBiomass  242       (1) 
 
Partial oxidation:   222 HCOCOOBiomass          (2) 
 




Thermal  conversion of biomass  results  in a mixture of CO, H2, CO2, CH4 and N2. The H2 
concentration of the gas can be increased through the water gas shift reaction: 
 










Fermentative processes  for conversion of biomass  into H2 are commonly divided  in dark 
fermentation and photo fermentation.  
In  dark  fermentation,  bacteria  (e.g.  Clostridium  species)  anaerobically  convert 






22326126 4222 HCOCOOHCHOHOHC             (5) 
 
222236126 22 HCOCOOHCHCHCHOHC              (6) 
 
2232326126 22 HCOCOOHCHOHCHCHOHOHC          (7) 
 










Photo‐fermentation  is  the  conversion  of  small‐chain  organic  acids  into  H2  by 
photosynthetic  bacteria  (e.g.  Rhodopseudomonas  species) with  input  of  light  energy  to 




hv              (8) 
 
Practical yields are below the maximal yield, and can be maximized by optimizing reactor 










The  conversion  of  biomass  into  H2  through microbial  electrolysis  is  the  subject  of  this 
thesis. Microbial electrolysis was invented in 2003 [23] and is thus a relatively new process 
for production of H2  from biomass.  Electrochemically  active microorganisms play  a  key 
role  in  this process. These microorganisms have  a distinctive  feature:  they  can  transfer 
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electrons  to a  solid electron acceptor,  such as an electrode. The electron  transfer  from 
microorganism to an electrode can occur directly or indirectly. Geobacter sulfurreducens is 
an  important model  organism  for  direct  electron  transfer.  This  species  is  believed  to 
transfer electrons  to  the electrode via a path of electrically conductive pili and a c‐type 
cytochrome. Shewanella oneidensis  is a model organism  for  indirect electron  transfer.  It 
has  been  demonstrated  that  S.  ondeidensis  can  transfer  electrons  to  the  electrode  via 
flavins that serve as electron shuttles [24]. 
  In  a  microbial  electrolysis  cell  (MEC)  (Figure  2)  electrochemically  active 
microorganisms oxidize a substrate (e.g. acetate) into bicarbonate, protons and electrons, 
and transfer the electrons to the anode, the so‐called bioanode. From the bioanode, the 
electrons  travel  through  an electrical  circuit with power  supply,  to  the  cathode. At  the 
cathode,  the electrons  reduce protons or water  to H2. To  compensate  for  the negative 
electrical  charge  transport  through  the  external  circuit,  ionic  charge  is  transported 




The Gibbs  free energy  for  the overall conversion of acetate  into H2 (equation 5) 
under  typical MEC  conditions  (ΔG’,  pH  7,  pH2=  1  atm,  298  K,  and  5 mM  activities  of 
CH3COO
‐ and HCO3‐  )  is +91.1 kJ mol‐1 acetate  [27]. The positive value of  the Gibbs  free 
energy implies that the conversion requires an input of energy.  
 

















into  bicarbonate,  protons  and  electrons.  The  electrons  are  transported  through  an 
electrical circuit with power supply,  to  the cathode. At  the cathode,  the electrons  reduce 
protons or water to H2. To compensate for negative electrical charge transported outside 
the  cell,  ionic  charge  is  transported  inside  the  cell.  Ionic  charge  transport  is  here 









  In  electrochemistry,  it  is  common  practice  to  express  the  energy  level  of  an 
electrode  as  a  potential  (unit: V  =  J  C‐1).  The  equilibrium  potential  (E’)  of  an  electrode 
reaction can be calculated with the Nernst equation: 
 


















ln0'                (12) 
 
with E0 the standard electrode potential, R the universal gas constant (8.314 J mol‐1 K‐1), T 
the  absolute  temperature  (298  K  at  standard  conditions)  and  a  the  activities  of  the 
reactants and products.  
Assuming  that  the  activities  equal  the  concentrations  of  the  substances  (i.e. 
activity  coefficients  equal  1),  the  Nernst  equation  for  an  acetate‐oxidizing  bioanode 
becomes: 
 













RTEE anan               (13) 
 















RTEE               (14) 
 
with E0cat,  the  standard potential of H+/H2  at  the  cathode  (Table 2).  From  the potential 
difference (i.e. voltage) between anode and cathode, the Eemf can be calculated again: 
 







Table  2  Electrode  potentials  under  standard  conditions  (E0;  298  K,  1 M  activity  for  all 
reactants, pH2= 1 atm) and for MEC relevant conditions (E’; 5 mM activities for CH3COO‐ and 
HCO3‐).  
Reaction Equation E0 (V) E’ (V) 
Anode  CH3COO‐ + 4H2O  2HCO3‐ + 9 H+ + 8e‐ 0.187 ‐0.296 





[26,29].  The  voltage  is,  at  constant  coulombic  efficiency,  proportional  to  the  electrical 






The  HER  overpotential  is  the  extra  potential,  beyond  the  thermodynamical  potential, 
required  to  drive  the  HER  at  a  certain  rate  (i.e.  current  density)  [30].  The  total 
overpotential  can  be  defined  as  the  sum  of  concentration  (ηc)  and  activation  (ηa) 
overpotential [31]: 
 
ac                     (16) 
 
Although  the  overpotential  can  be  defined  more  specifically  [32],  we  stick  to  this 
expression because we did not go into the details of specific reactions. The concentration 
overpotential  expresses  the  energy  associated  with  the  concentration  difference  of 
reactants  and  products  between  bulk  and  surface  (1.6.2).  The  activation  overpotential 
expresses  the  energy  associated  with  the  actual  (electro)chemical  reaction  at  the 
electrode  interface  (1.6.3).  Division  of  the  overpotential  in  an  activation  and  a 
1. Introduction 
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bulk  solution  to  the cathode  surface, and products  (e.g. OH‐) must be  transported  from 
surface to bulk. In case of a fast charge transfer reaction, transport cannot “catch up” with 
the reaction at the cathode surface. Consequently, the surface concentrations of reactants 
and products differ  from  the bulk concentrations. The difference between  the potential 
(Nernst  equation,  equation  10)  at  surface  concentrations  and  the  potential  at  bulk 
concentrations is the concentration overpotential. 
  The  concentration  overpotential  can  be  decreased  through  improving  mass 
transport. Mass transport  is the sum of transport through diffusion, migration (transport 
















              (17) 
 
with Ji(x) the flux of species  i at distance x from the surface (mol m‐2 s‐1), Di the diffusion 
coefficient of species  i  (m2 s‐1),  ∂Ci(x)/∂x  the concentration gradient at distance x, zi  the 
charge  of  species  i,  Ci  the  concentration  of  species  i  (mol m‐3),  ∂φ(x)/∂x  the  potenƟal 
gradient at distance x, and v(x) the linear flow speed of the electrolyte (m s‐1). 
  In some cases, transport can be  limited to 1 or 2 transport terms. For example, 










RTFRTF eejj                   (18) 
 
with j, the current density, j0, the exchange current density, α, the transfer coefficient, and 
η,  the  overpotential.  The  left  exponential  expresses  the  cathodic  reaction  (η<0,  j>0), 
whereas the right exponential expresses the anodic reaction (η>0, j<0) at the electrode.  
  The exchange current density is an important parameter in electrode kinetics. At 
thermodynamic  equilibrium  (η  =  0)  the  rates  of  the  electrochemical  oxidation  and 




  The  transfer  coefficient  is  another  important  parameter  in  electrode  kinetics, 
because  it determines how  the overpotential  affects  the  rate of  the  electrode  reaction 
[31].  The  transfer  coefficient  is  related  to  the  symmetry  of  the  energy  barrier  of  the 
electrode  reaction.  A  transfer  coefficient  of  0.5  implies  a  symmetrical  energy  barrier, 
which  results  in  a  symmetrical  anodic  and  cathodic  part  of  the  η‐j  curve.  A  transfer 
coefficient  >  0.5  results  in  a  steeper  increase  of  the  cathodic  part, whereas  a  transfer 
coefficient  <  0.5  results  in  a  steeper  increase  of  the  anodic  part  of  the  η‐j  curve.  The 
transfer  coefficient  is  typically  between  0.3  and  0.7,  and  often  a  value  of  0.5  can  be 
assumed [30]. 
  For  the HER,  another  term  plays  a  role:  the  surface  coverage  (θ)  [31‐32].  The 











thesis, metal  and microbial  biocathodes were  explored  to  decrease  the HER  activation 
overpotential  of  an  MEC,  while  enhancing  the  HER  rate  (Figure  3).  The  activation 
overpotential theory  is established for metal cathodes. However,  it  is still unexplored for 
microbial  biocathodes  in  which  bioelectrochemical  kinetics  and  electrode  kinetics  are 
coupled. 
 







theory of  electrode  kinetics has been  largely developed on  the basis of measurements 
with  the  hydrogen  electrode  [32].  The  overall  reaction  for  the  HER  at  low  pH  can  be 
written as [32]: 
 











MHeHM                   (21) 
 
This step is also known as the Volmer reaction, which is an electrochemical reaction [32]. 




2HMMHMH                  (22) 
 
The alternative, electrochemical  reaction, also known as  the Heyrovsky  reaction, can be 
written as: 
 
2HMeHMH                   (23) 
 
All  these  reactions  can  also  be  written  for  alkaline  conditions  with  water  molecules 
instead of protons as the reactant.  
  Which of the 2 different reactions in the second step takes place depends on the 
cathode material and experimental  conditions  [32]. Even  for  the  same metal and  same 
experimental conditions, the mechanism can be different. For example, Marković et al. [33] 
found  that  the  HER  under  acidic  conditions  on  Pt(110)  follows  an  electrochemical‐
chemical  mechanism,  whereas  the  HER  on  Pt(100)  follows  an  electrochemical‐
1. Introduction 
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electrochemical  mechanism.  The  HER  is  thus  also  dependent  on  the  metal  surface 
structure [34].  Identification of the reaction mechanism and of the rate‐limiting reaction 
step is not only relevant for fundamental understanding, but also for practical applications. 









metals of  these  groups  can be  found  close  to, or  at  the optimum of  “volcano”  curves, 






































the metal  is  not  increased  by  such  a modification  (except  in  case  of  a  nanostructured 
catalyst  [38]).  Essentially,  an  increase  in  specific  surface  area  increases  the  apparent 
current density (current density based on projected cathode area), while maintaining the 









hydrogen  evolution  and  oxidation.  They  are  present  in  bacteria,  archaea,  rhizobia, 
protozoa,  fungi  and  algae  [48].  There  are  2  main  classes  of  hydrogenases:  [NiFe]‐
hydrogenases and [FeFe]‐hydrogenases. Their names describe the bimetallic active center 
of the enzymes [49]. 




  [FeFe]‐hydrogenases  are  less  abundant  in  micro‐organisms.  They  are  often 
1. Introduction 
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described as  ‘bidirectional’ or  ‘reversible’ hydrogenases. The  catalytic activity of  [FeFe]‐
hydrogenases is one to two orders of magnitude higher than that of [NiFe]‐hydrogenases 









less  stable  [49].  [NiFe]‐hydrogenases  on  the  contrary,  seem  more  sensitive  to 
(biochemically)  reversible  inhibition  by  H2 than  [FeFe]‐hydrogenases,  and  therefore,  H2 
must  be  continuously  removed  [54].  So  far,  current  densities  for  the  HER  with 
hydrogenase‐immobilized cathodes seem not to have exceeded 1 A m‐2 at overpotentials 
of a few hundred millivolts [49,57]. A disadvantage of a hydrogenase‐immobilized cathode 





The  first microbial  biocathodes  for  the HER were  based  on  immobilized whole  cells  of 
Desulfovibrio  vulgaris  Hildenborough.  However,  these  microbial  biocathodes  only 
produced H2  if methyl viologen was present as electron shuttling compound. Moreover, 
the  HER  current  density  of  these  microbial  biocathodes  was  below  1  A  m‐2  at 
overpotentials of a few hundred millivolts [61‐62].  
  Recently,  Rozendal  et  al  [63]  demonstrated  H2  production  by  a  microbial 




a H2‐oxidizing microbial bioanode  so  that  it  turned  into a H2‐producing biocathode. The 
microbial biocathode could also be obtained through direct inoculation of a cathode that 
was controlled at a potential more negative than the equilibrium potential of H+/H2 (‐0.42 
V  at  pH  7).  H2  production  by  the  microbial  biocathode  was  stable  for  over  1000  h. 
Moreover, it did not require addition of an electron shuttling compound. The HER current 
density  was  1.2  A  m‐2  at  a  cathode  overpotential  of  ‐0.28  V  (pH  7).  The  microbial 
biocathode  however,  has  only  been  studied  in  an  electrochemical  cell  with  chemical 





Previous  MEC  studies  demonstrated  overpotentials  for  Pt‐based  cathodes  of  a  few 
hundred millivolts  at  H2  production  rates  below  10 m3  H2 m‐3 MEC  day‐1  (at  standard 
temperature  and pressure  (STP)).  The  aim was  to decrease  this overpotential, while  to 







The  research was divided  in different  topics  that  are  subsequently discussed  in  various 
chapters.  
  Chapter 2 discusses the effect of mass transport on cathode overpotential under 





  Chapter 3 demonstrates  the proof‐of‐principle of an MEC,  in which both anode 
and  cathode  reactions  are  catalyzed  by microorganisms.  Furthermore,  key  issues  that 
occurred  during  operation  of  an  MEC  with  microbial  bioanode  and  biocathode  are 
identified in this chapter. 
  Chapter  4  discusses  how  the  development  and  performance  of  a  microbial 
biocathode  can  be  improved.  The  effect  of  carbon  source  on  microbial  biocathode 
development  is  discussed.  Furthermore,  the  flow‐through  operation  to  increase  H2 
production rate of a microbial biocathode is presented. 
  Chapter 5 demonstrates the achievement of a high H2 production rate with a high 
surface  area, Ni  foam  cathode  in  an MEC.  The  chapter  also  identifies  the main  energy 
losses of an MEC with Ni foam cathode.  
  Chapter 6 compares the catalytic performance of various metal alloys for the HER. 

























[10]  IPCC,  2007.  Climate  Change  2007:  The  Physical  Science  Basis,  Summary  for 
Policymakers, Paris. 













[17]  Li  C  L,  Fang H H  P.  Fermentative hydrogen  production  from wastewater  and  solid 
wastes by mixed cultures. Crit Rev Environ Sci Technol 2007; 37: 1‐39 
[18] Angenent L T, Karim K, Al‐Dahhan M H, Wrenn B A, Domiguez‐Espinosa R. Production 
of  bioenergy  and  biochemicals  from  industrial  and  agricultural  wastewater.  Trends  in 
Biotechnology 2004; 22: 477‐85 
[19]  Levin  D  B,  Pitt  L,  Love M.  Biohydrogen  production:  prospects  and  limitations  to 
practical application. Int J Hydrogen Energy 2004; 29: 173‐85 
[20] Barbosa M  J, Rocha  J M S, Tramper  J, Wijffels R H. Acetate as a carbon  source  for 
hydrogen production by photosynthetic bacteria. J Biotechnol 2001; 85: 25‐33 





[23]  Rozendal  R  A,  Buisman  C  J  N.  Process  for  producing  hydrogen.  2005;  Patent 
WO2005005981:  
[24]  Lovley  D  R,  Nevin  K  P.  A  shift  in  the  current: New  applications  and  concepts  for 
microbe‐electrode electron exchange. Curr Opin Biotechnol In Press, Corrected Proof:  
[25] Logan B E, Call D, Cheng S, Hamelers H V M, Sleutels T H J A, Jeremiasse A W, et al. 
Microbial electrolysis  cells  for high  yield hydrogen  gas production  from organic matter. 
Environ Sci Technol 2008; 42: 8630‐40 



























[37]  Petrii O  A,  Tsirlina G  A.  Electrocatalytic  activity  prediction  for  hydrogen  electrode 
reaction: intuition, art, science. Electrochim Acta 1994; 39: 1739‐47 






[41]  Jaksic M M. Electrocatalysis of hydrogen evolution  in  the  light of  the brewer‐engel 
theory for bonding in metals and intermetallic phases. Electrochim Acta 1984; 29: 1539‐50 
[42]  Jaksic M M.  Hypo‐hyper‐d‐electronic  interactive  nature  of  interionic  synergism  in 
catalysis and electrocatalysis for hydrogen reactions. Int J Hydrogen Energy 2001; 26: 559‐
78 






















[53]  Mertens  R,  Liese  A.  Biotechnological  applications  of  hydrogenases.  Curr  Opin 
Biotechnol 2004; 15: 343‐8 




hydrogen  production  by  [Fe]  hydrogenase  from Desulfovibrio  vulgaris Hildenborough.  J 
Electroanal Chem 2001; 510: 136‐43 
[56] Morozov S V, Karyakina E E, Zorin N A, Varfolomeyev S D, Cosnier S, Karyakin A A. 
Direct  and  electrically  wired  bioelectrocatalysis  by  hydrogenase  from  Thiocapsa 
roseopersicina. Bioelectrochemistry 2002; 55: 169‐71 
[57] Guiral‐Brugna M, Giudici‐Orticoni M‐T, Bruschi M, Bianco P. Electrocatalysis of  the 





[59]  Cracknell  J,  Vincent  K,  Armstrong  F.  Enzymes  as  Working  or  Inspirational 
Electrocatalysts for Fuel Cells and Electrolysis. Chem Rev 2008; 108: 2439‐61 
[60]  He  Z,  Angenent  L  T.  Application  of  bacterial  biocathodes  in  microbial  fuel  cells. 
Electroanalysis 2006; 18: 2009‐15 
[61] Lojou E, Bianco P. Electrocatalytic reactions at hydrogenase‐modified electrodes and 
their  applications  to  biosensors:  From  the  isolated  enzymes  to  the  whole  cells. 
Electroanalysis 2004; 16: 1093‐100 
[62] Lojou E, Durand M C, Dolla A, Bianco P. Hydrogenase activity control at Desulfovibrio 












has  been  associated  with  overpotentials  of  several  hundred  millivolts.  The  high 
overpotentials  challenge  the  sustainability of an MEC. This  chapter  shows  that  the HER 
overpotential at MEC relevant pH values is reduced if buffer is present. At 15 A/m2 and 50 
mM buffer, the  lowest overpotential  for phosphate was  ‐0.05 V at pH 6.2,  for ammonia 
was  ‐0.05  V  at  pH  9.0,  for  carbonate  was  ‐0.09  V  at  pH  9.3,  for 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane  was  ‐0.07  V  at  pH  7.8  and  for  N‐2‐
Hydroxyethylpiperazine‐N’‐2‐ethanesulfonic acid was ‐0.08 V at pH 7.2. It was shown that 
the  effect  of  buffer  on  the  overpotential  is  strongly  pH  dependent.  Furthermore, 
experimental data and a mass  transport equation  showed  that by  increasing  the buffer 
concentration or linear flow speed (i.e. pump speed), or decreasing the current density (i) 
the  overpotential  reduces  and  (ii)  the minimum  overpotential  is  reached  at  a  pH  that 
approaches the buffer dissociation constant (pKa). Thus, to reduce the HER overpotential 


















organic matter  into carbon dioxide, protons and electrons, and  transfer  the electrons to 





222 HeH                     (1) 
 




eq 1), or extremely high pH  (alkaline water electrolysis, eq 2).  In an MEC however,  the 
cathode  is  ionically connected  to a bioanode, which operates near pH 7. Therefore,  the 
HER at the cathode proceeds at MEC relevant pH values, typically pH 7 or higher  [1]. At 
these  pH  values, HER  potentials  have  been  observed  [4‐6]  of  a  few  hundred millivolts 
more negative than the equilibrium potential that follows from the Nernst equation. The 
extra potential, beyond  the equilibrium potential, required  to drive  the HER at a certain 
rate, is called the overpotential (negative for cathodic overpotentials) [7]. For each ‐0.1 V 
overpotential,  an  extra  electricity  input  of  0.22  kWh/Nm3 H2  is  required.  Assuming  an 
energy recovery of 2.66 kWh/Nm3 H2 based on Gibbs free energy [1], the extra electricity 
input  means  an  overall  electrical  efficiency  loss  of  8%  per  ‐0.1  V  overpotential. 
Overpotentials, such as observed by Rozendal et al. (‐0.28 V) [4], thus strongly challenge 
the overall sustainability of an MEC.  
  The overpotential  can be divided  in  activation  and  concentration overpotential 
[7‐8].  Activation  overpotential  is  determined  by  the  nature  of  the  electron  transfer 
2. Concentration overpotential 
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reaction,  type of electrode material, electrode  surface area and operating  temperature. 
Concentration  overpotential  is  caused  by  limited  transport  of  reactants  (protons)  and 
products  (hydroxide, hydrogen) between electrode surface and bulk.  It can be expected 
that  for  MECs,  the  HER  overpotential  on  Pt‐catalyzed  cathodes  mainly  consists  of 
concentration overpotential. An MEC that operates at neutral pH has a  low difference  in 
proton concentration (maximally 10‐7 M) between bulk and cathode surface, compared to 
a  polymer  electrolyte  water  electrolyzer  that  operates  at  a  pH  below  0  (proton 
concentration  in  the  polymer  electrolyte  ~101 M,  similar  to  a  20  wt%  sulphuric  acid 
solution  [9]). Consequently,  for an MEC  the proton gradient near  the cathode surface  is 








Linter  and  Burstein  [13]  showed  that  at  pH  4.0,  the  current  density  on  stainless  steel 
increased  if the catholyte contained dissolved CO2. Very recently, Merrill and Logan  [14] 
found that an increased concentration of weak acids could improve MEC performance. At 
a  pH  below  pKa (acid  dissociation  constant)  of  the weak  acid,  this was  attributed  to  a 
decreased  HER  overpotential,  whereas  at  a  pH  above  pKa,  this  was  attributed  to  an 
increased conductivity. 




pKa,  buffer  concentration,  linear  flow  speed,  current  density  and  pH)  to  the  HER 
concentration  overpotential.  Both  the measurements  and mass  transport  equation will 
2. Concentration overpotential 
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make  it  possible  for  specific  situations  to  identify  conditions  that  minimize  the  HER 












11  cm  long,  2  cm  high  and  1.5  cm wide. One  plate with  flow  channel was  the  anode 
chamber,  and  the  other  plate  with  flow  channel  was  the  cathode  chamber.  The  two 
chambers were  separated  by  a  cation  exchange membrane  (Qianqiu,  Zhejiang,  China). 
Anode  and  cathode were made of  titanium  coated with  0.5 mg/cm2  Pt/Ir mixed metal 






















between  anode  and  cathode  was  controlled  at  a  constant  value  using  a  Wenking 
Potentiostat/Galvanostat  (KP5V3A,  Bank  IC,  Pohlheim,  Germany),  and  the  cathode 
potential was measured  relative  to  the  reference electrode. The catholyte was  replaced 
each  experiment. Before  start  of  an  experiment,  the  catholyte was  adjusted  to  pH  2.4 
using concentrated HCl, flushed with H2, and the cathode pre‐treated at 15 A/m2 (33 mA) 
for 15 minutes to remove oxides. During the experiment, the pH of the catholyte gradually 
increased  due  to  proton  consumption  by  the  HER.  Cathode  potential  and  pH  were 
recorded  every minute using  a data  logger  (Ecograph  T,  Endress+Hauser, Naarden,  The 
Netherlands) until pH 11.5 was reached. Measured cathode potentials vs Ag/AgCl 3 M KCl 





























pHEeq 060.0                  (4) 
 
The  overpotential  (η) was  calculated  by  subtracting  the  equilibrium  potential  from  the 
measured potential (vs NHE): 
   
pHEEE measeqmeas 060.0              (5) 
 
In Table 1, the dissociation constants (pKa values) of the buffers are listed. The pKa values 






Phosphate1 H3PO4↔ H+ + H2PO4‐ pKa1 = 1.8
H2PO4
‐↔ H+ + HPO42‐ pKa2 = 6.6
HPO4
2‐↔ H+ + PO43‐ pKa3 = 11.6
Carbonate1 H2CO3 ↔ H+ +HCO3‐ pKa1 = 6.0
HCO3
‐↔ H+ + CO32‐ pKa2 = 9.7
Ammonia1 NH4
+ ↔ H+ + NH3 pKa = 9.4
Tris2 Tris+ ↔ H+ + Tris pKa = 8.1
Hepes2 Hepes+ ↔ H+ + Hepes pKa1 ~ 3







standard  conditions  (zero  ionic  strength  and  25°C)  were  taken  from  literature  [21]. 







The  HER  overpotential  (η)  between  pH  2.5  and  pH  11.5 was measured  for  catholytes 
containing 50 mM phosphate,  carbonate, ammonia, Tris, or Hepes buffer,  and 1 M KCl 
background  electrolyte,  at  a  linear  flow  speed of  2.8  cm/s  and  a  current density of  15 
A/m2  (Figure  1).  Also,  the  HER  overpotential  was  measured  for  catholyte  that  only 
contained 1 M KCl background electrolyte (non‐buffered catholyte). 





current  density  [3].  This  implicates  that  the  hydroxide  concentration  at  the  cathode 
surface  increases  sharply, which  results  in high  concentration overpotentials  at  low pH 
(low  bulk  hydroxide  concentrations).  If  the  pH  increases  however,  the  overpotential 
decreases with 60 mV per pH unit because the surface pH hardly changes. 
For  buffered  catholyte  between  pH  3  and  10,  the  overpotential was  reduced 




was  less pronounced, but was about  ‐0.25 V at a pH between pH 5 and 6, near  its pKa1. 
2. Concentration overpotential 
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The second optimum was ‐0.09 V at pH 9.3, near  its pKa2.  It  is not clear what caused the 
















Figure  1  HER  overpotential  (η)  between  pH  2.5  and  11.5  measured  for  catholytes 
containing different biocompatible buffers, and 1 M KCl background electrolyte, at a linear 








linear  flow  speed  of  2.8  cm/s  and  a  current  density  of  15  A/m2  (Figure  2).  The 
overpotential  for  the  entire  range  from  pH  2.5  to  11.5  can  be  found  in  Figure  S1  of 
Appendix  ‐  Chapter  2.  A  concentration  of  5 mM  phosphate  buffer  did  not  affect  the 
overpotential. An  increase  in concentration to 10 mM or higher however, did reduce the 
overpotential. This can be explained by an increased diffusional flux of protonated buffer 
species  to  the  cathode  surface,  thereby  reducing  the  concentration  overpotential.  A 
reduced overpotential for  increased phosphate concentrations was also found by Merrill 
and Logan [14]. 





















explained  by  a  decreased  diffusion  layer  thickness,  which  results  in  an  increased 
diffusional  flux  of  protonated  buffer  species.  Consequently,  the  concentration 













increase  in current density resulted  in an  increase  in overpotential, which  is due to both 
an  increase  in  concentration  overpotential  and  activation  overpotential  for  the HER.  A 




overpotential,  though  to  a  low  extent.  The  concentration overpotential may be  further 












overpotential could be  reduced  through addition of buffer, which  transports protons  to 
the  cathode  surface.  The  reduction  in  concentration  overpotential  at  a  certain  pH 
depended on buffer pKa, buffer  concentration,  linear  flow  speed  and operating  current 






















 HYsHYbT XXDCJ                   (7)






in  diffusion  coefficients  of  the  dissociated  and  protonated  buffer  species,  there  is  no 
gradient  in buffer concentration between  surface and bulk. Migrational  transport can be 
safely neglected, because a high concentration of background electrolyte was applied. The 











































































possible  flux  is  in  fact  the  limiting  current  density,  i.e.  the  current  density  when  the 



























log                (12) 
 
Combining eq 10, 11 and 12 results in eq 13, which describes the effects of pH, buffer pKa, 





















         (13) 
 
In  Figure  5,  the  estimated  concentration overpotential  is plotted  versus  the pH‐pKa  for 









From  Figure  5  it  can  be  seen  that  (i)  by  decreasing  λ,  the  concentration  overpotential 




CT  is  increased,  or  δ  or  J  is  decreased,  the  difference  in  bulk  and  surface  fractions  of 
protonated  buffer  species  (XHYb‐XHYs  in  eq  7)  is  decreased.  This  implies  that  the  pH 
difference  between  bulk  and  surface  decreases  and  consequently  the  concentration 
2. Concentration overpotential 
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overpotential  decreases.  If  λ  approaches  zero,  the  optimum  of  the  concentration 
overpotential is reached for a pH (bulk and surface pH) approaching the pKa, because the 
protonated buffer gradient (dXHY/dpH) is largest at the pKa. If λ is increased, because e.g. 
CT  is  decreased  or  δ  or  J  is  increased,  the  difference  in  bulk  and  surface  fractions  of 
protonated buffer species (XHYb‐XHYs in eq 7) is increased. This has two implications: (i) the 
pH difference between bulk and  surface  increases and  consequently,  the  concentration 




this  critical pH,  the  flux of hydroxide moving  away  from  the  cathode  surface  increases 
correspondingly  to  sustain  the  current  density  [3].  This  results  in  a  sharp  increase  in 
concentration  overpotential,  and  consequently,  a  non‐symmetrical  shape  of  the 




that  with  decreasing  λ  the  overpotential  decreases  and  the  pH  of  the  optimum 
approaches  the buffer pKa. This prediction of  the mass  transport equation  is  consistent 
with experimental observations on  the effect of buffer pKa, buffer  concentration,  linear 
flow speed and current density. Indeed, for the selected buffers, the optimum was found 
close  to  the buffer pKa. An  increased buffer  concentration means  a decrease  in  λ. And 
indeed,  if  the  concentration  of  phosphate  buffer  was  increased  the  overpotential 
decreased  and  the  pH  of  the  optimum  approached  the  pKa.  This  also  accounts  for  an 










This  study with  flat  Pt/Ir  cathodes  shows  that  the  HER  overpotential  in MECs  can  be 
reduced through the use of buffer, but this effect is strongly pH dependent. Therefore, the 
choice of buffer (i.e. pKa) must be well balanced with the expected operational pH of the 
cathode.  In  this  respect,  the  asymmetric  performance  of  the  buffer  needs  to  be 
considered; a choice of buffer with a pKa above operating pH is preferred. Furthermore, it 
is  important  to  realize  that  the pH  at which  the  concentration overpotential  reaches  a 
minimum  is not simply  the buffer pKa, but depends on buffer concentration,  linear  flow 
speed of  the  catholyte  and operating  current density. Only  if buffer  concentration  and 




  The choice of buffer  is also  limited by other constraints, such as  its precipitation 
tendency  with  divalent  cations.  For  instance,  for  phosphate  buffer  it  was  shown  that 
precipitation of calcium phosphate on a microbial biocathode slowly deteriorated cathode 
performance [17].  In this respect, Good’s buffers such as Tris and Hepes may be a viable 




The  reduction  in  overpotential  for  the  HER  under  neutral  conditions  is  relevant  for 
improving MEC performance. Experimental data show that on Pt/Ir, the overpotential of 
the HER  at 15 A/m2  and pH 7  can be  reduced  from  ‐0.28 V  in non‐buffered  (or poorly 
buffered) catholyte to, for example, ‐0.08 V in catholyte containing 50 mM Tris buffer. If it 
is  assumed  that  the  same  reduction  in overpotential  (0.2V)  is obtained  in  an MEC,  this 












2.4.3  Mass  transport  equation  as  interesting  tool  to  quantify  concentration 
overpotential  
The mass  transport  equation  (eq  13)  could  relate  the  effects  of  pH,  buffer  pKa,  buffer 
concentration,  linear  flow speed and current density to the concentration overpotential. 
There  was  no  need  for  including  the  HER mechanism  to  explain  our  results.  Further 
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and  reached  a maximum  of  1.4 A/m2 at  an  applied  cell  voltage  of  0.5 V. At  a  cathode 
potential of ‐0.7 V, the biocathode  in the MECs had a higher current density (MEC 1: 1.9 
A/m2, MEC 2: 3.3 A/m2) than a control cathode (0.3 A/m2, graphite felt without biofilm) in 
an electrochemical half cell. This  indicates  that hydrogen production  is  catalyzed at  the 
biocathode,  likely  by  electrochemically  active  microorganisms.  The  cathodic  hydrogen 
recovery  was  17%  for MEC  1  and  21%  for MEC  2.  Hydrogen  losses  were  ascribed  to 
diffusion  through  membrane  and  tubing,  and  methane  formation.  After  1600  h  of 
operation, the current density of the MECs had decreased to 0.6 A/m2, probably caused by 



















Microbial  electrolysis  is  a  process  for  the  production  of  green  hydrogen  from  organic 
matter  [1‐3].  In  a  microbial  electrolysis  cell  (MEC),  organic  material  is  converted  by 
electrochemically active microorganisms  into CO2, H+, and electrons. These electrons are 
transferred  to  the anode and  flow  from  the anode, via an electrical circuit containing a 
power  supply,  to  the  cathode.  At  the  cathode,  hydrogen  is  produced  via  reduction  of 
protons or water. The flow of negative charge outside the cell  is compensated by cation 
transport  from  anode  to  cathode  inside  the  cell.  To  drive  hydrogen  production  under 
biological conditions, theoretically 0.14 V has to be applied [3]. In practice however, more 
than 0.14 V has to be applied, partly due to the cathode overpotential.  
  So  far  in  microbial  electrolysis,  mainly  cathodes  have  been  used  that  apply 
platinum as catalyst. The choice for platinum originates from its excellent performance in 
water  electrolyzers  and  fuel  cells.  Platinum  however,  is  an  expensive  catalyst.  Besides, 
platinum performance can be negatively affected by components often present  in waste 
streams [4]. Therefore, there is need for an alternative catalyst at the cathode.  
In  2008,  Rozendal  et  al.  developed  a  microbial  biocathode  as  a  potential 
alternative  for  platinum  [5].  This  biocathode  was  obtained  by  enriching  a  biofilm  of 
hydrogen  oxidizing,  electrochemically  active  microorganisms  on  a  graphite  felt  anode 
(bioanode). Next,  the polarity of  this bioanode was  reversed,  turning  it  into a hydrogen 
producing biocathode. At a controlled potential of  ‐0.7 V vs normal hydrogen electrode 
(NHE),  the biocathode had  a  current density of 1.1 A/m2, whereas  the  control  cathode 
(graphite  felt  without  biofilm)  had  a  current  density  of  only  0.3  A/m2.  Subsequently, 





The objective of  this  study was  to give a proof‐of‐principle of an MEC  in which 
both  the  anodic  and  cathodic  reaction  are  catalyzed  by  microorganisms,  i.e.  a  full 
3. MEC with microbial biocathode 
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biological MEC  (Figure  1B).  Such  a  study  is  needed  because  the  performance  of  a  full 
biological MEC  can be different  from  the performance predicted  from half  cell  studies, 
because the bioanode and biocathode in a full MEC influence each other via transport of 
materials  through  the membrane.  For  this purpose,  anode  and  cathode  chamber of  an 



























The  applied  cell  voltage  of  both  MECs  was  controlled  at  0.5  V  using  a  potentiostat 
(Wenking  Potentiostat/Galvanostat  KP5V3A,  Bank  IC)  operated  as  a  2‐electrode  setup. 
MEC 2 was started up 96 h  later  than MEC 1. At  time zero,  the anode chamber of both 


















Before  the  hydrogen  yield  test,  the  biocathode  was  fed  with  medium  that  was  not 
3. MEC with microbial biocathode 
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supplemented  with  10  mM  NaHCO3  to  reduce  methanogenesis,  and  the  biocathode 





















MECs showed more  fluctuations  than  that of  the biocathode  in  the electrochemical half 
cell [5]. After 300 h for MEC 1, and after 200 and 400 h for MEC 2, a drop and subsequent 
increase  in  current  density  was  observed.  As  will  be  discussed  further  on,  it  is 









previous  experiments with  the biocathode  [5],  and were not  sterilized  afterwards.  It  is 
therefore likely that electrochemically active microorganisms were already present in the 
biocathode  chamber  since  start‐up,  and  the  biocathode  was  already  developing  since 
start‐up.  This  could  explain  why  further  inoculation  did  not  have  a  clear  effect  on 
development of the current density.  
The  increase  in  current density  since  start‐up  is  likely  limited by  the growth of 
electrochemically  active microorganisms on  the biocathode. Rozendal et  al.  [5]  showed 
that growth of microorganisms on the biocathode was slower than on the bioanode. The 
biocathode  reached  a maximum  current  density  500  h  after  inoculation,  whereas  the 
bioanode reached a maximum current density 130 h after inoculation [5]. The MECs in our 
study  also  needed more  time  to  reach  a maximum  current  density  than  an MEC with 
















were  recorded  (Figure 3). At an applied  cell  voltage of 0.8 V, both MECs had a  current 
density  of  3.3  A/m2.  This  current  density  is  comparable  to  the  current  density  of  a 
continuous flow MEC without membrane [12], which had a current density of 3.2 A/m2 at 
an  applied  cell  voltage  of  0.85V.  The  MEC  without  membrane  however,  used  a  gas 
diffusion cathode with 5 g/m2 platinum. The current density  found  in our study  is  lower 
than the current density of a batch‐type MEC  lacking a membrane, reported by Call and 
Logan [13]. This batch‐type MEC had a current density of about 11.7 A/m2 cathode at an 
applied  cell  voltage  of  0.8  V.  However,  also  in  this  study  a  platinum  coated  (5  g/m2) 
cathode was used.   
In  Figure  3B,  the  current  densities  at  different  cathode  potentials  for  the 
biocathodes  in the MECs are shown, together with those for the biocathode and control 
cathode (graphite felt without biofilm) tested in the electrochemical half cell by Rozendal 
et  al.  [5].  The  biocathodes  in  the MECs  had  higher  current  densities  than  the  control 
cathode. At a cathode potential of ‐0.7 V, the biocathode in MEC 1 had a current density 
of 1.9 A/m2 and  in MEC 2 a current density of 3.3 A/m2, whereas the control cathode  in 
the  electrochemical  half  cell  had  a  current  density  of  0.3  A/m2.  This  indicates  that 
hydrogen  production  is  catalyzed  by  the  biocathodes  in  the MECs,  likely  due  to  the 
presence  of  electrochemically  active micro‐organisms.  Furthermore,  the  biocathodes  in 
the MECs showed higher current densities than the biocathode in the electrochemical half 












Figure  3  A)  Current  density  versus  applied  cell  voltage,  and  B)  current  density  versus 
cathode potential of the biocathodes in the MECs, current density versus cathode potential 
of the biocathode in the electrochemical half cell [5] (Figure 1A), and current density versus 





During  the  52‐h  yield  test, MEC  1  had  an  average  current  density  of  0.79  A/m2  and 
produced 0.08 L of hydrogen, and MEC 2 had an average current density of 0.84 A/m2 and 
produced 0.11 L of hydrogen  (Figure 4). After 52 h,  the cathodic hydrogen  recovery  for 
MEC  1 was  17%  and  for MEC  2 was  21%. Hydrogen  is  easily  lost  by  diffusion  through 
membrane  [2]  and  tubing  [3].  In  our  study,  the  same  set‐up  (with  Fumasep®  FKE 
membrane) was used as by Rozendal et al. [5]. They estimated that most of the hydrogen 
loss was due  to diffusion  through  the membrane, and  it can be expected  that the same 
occurred  in our study. Diffusional  losses of hydrogen become relatively smaller at higher 
current densities, which results in higher hydrogen recoveries [2]. 























with  SEM  (Figure  5),  and  for  elemental  composition.  The  crystalline  structure  of  the 










probably  caused  the  decrease  in  current  density,  a  phenomenon  that  also  has  been 
demonstrated by Gabrielli et al. [16]. They explained fluctuations in current density, which 
were  also  observed  in  our  study,  by  detachment  of  precipitate  under  the  influence  of 
















  The  full  biological  MEC  was  operated  for  a  prolonged  period  (1600  h).  This 






through  the membrane.  Transport  of  Ca2+  through  the membrane  is  a  disadvantage  of 
cation exchange membranes, because they are more selective for multivalent cations than 
monovalent cations.  
  In  this  study, methane  was  produced  by  both MECs.  As  a  consequence,  the 
produced hydrogen  gas  is not pure.  Therefore,  it  is  important  to  find out whether  the 
methane  is produced  in  the bioanode or  in  the biocathode chamber, and how methane 
production can be prevented. The choice of membrane  is critical  for MEC performance: 
The  use  of  a  cation  exchange  membrane  results  in  precipitation  on  the  biocathode, 
whereas  the  use  of  an  anion  exchange membrane would  lead  to  precipitation  on  the 
bioanode due to transport of phosphate from cathode to anode. If no membrane is used, 
bicarbonate  produced  at  the  anode  is  easily  transported  to  the  cathode,  creating 
favorable conditions for methanogens to produce methane [17].  
  The  slow  deteriorating  effect  of  calcium  phosphate,  and  the  production  of 
methane show the  importance of studying the combination of bioanode and biocathode 
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H2  can  be  produced  from  organic matter  with  a microbial  electrolysis  cell  (MEC).  To 
decrease MEC  capital  costs, a  cathode  is needed  that  is made of  low‐cost material and 
produces H2 at high rate. A microbial biocathode is a low‐cost candidate, but suffers from 
long  development  times  and  a  low H2  production  rate.  In  this  study,  >  2  times  faster 
development was  observed  for  biocathodes  fed with  acetate  than with  bicarbonate  as 
carbon  source. The  faster development was  likely  caused by a higher biomass  yield  for 
acetate  than  for  bicarbonate, which was  supported  by  thermodynamic  calculations.  To 


























(i.e.  bioanode).  From  the  bioanode,  the  electrons  are  transported  through  an  external 
circuit containing a power supply, to the cathode where the H2 evolution reaction (HER) 
proceeds. To maintain electroneutrality, an ionic current must flow through the MEC. The 
power  supply  delivers  a  voltage  to  overcome  the  thermodynamical  barrier  of  the 
production  of  H2  from  organic matter.  This  thermodynamical  barrier  is  0.14  V  for  the 
production of H2 from acetate under biological conditions [1].   
  In practice, more than 0.14 V  is applied to produce H2 from acetate. Part of this 
additional  voltage  is  consumed  at  the  cathode  as  cathode  overpotential,  i.e.  the  extra 
potential beyond the thermodynamical potential (Nernst equation) required to drive the 
HER at a certain rate. To decrease the cathode overpotential, a catalyst can be used that is 
composed  of  a  noble metal  such  as  Pt,  or  non‐noble metals  such  as  Fe  and  Ni  [2‐4]. 
Alternatively,  a  biological  cathode  based  on  living  microbial  cells  (i.e.  a  microbial 
biocathode) can be used [5]. A microbial biocathode  is advantageous compared to metal 
based  cathodes  because  the  catalyst  is  cheap,  continuously  regenerated,  and  not 
susceptible to corrosion [6‐7].  
  Previous  studies  demonstrated  the  development  of  a H2‐producing  biocathode 
based on Geobacter sulfurreducens [8], Desulfitobacterium‐ and Dehalococcoides‐enriched 
cultures  [9],  and  on  a  naturally  selected  mixed  culture  fed  with  bicarbonate  [10]. 
Furthermore, microbial biocathodes were successfully applied in an MEC [8,11]. However, 
the main limitations of these MECs were a long development time (i.e. slow startup) and 
low  H2  production  rate  at  high  overpotential  of  the  microbial  biocathode.  These 
limitations need to be resolved before the microbial biocathode can be a viable alternative 
for metal catalyzed cathodes.  
We  hypothesize  that  the  long  development  time  of  the microbial  biocathode 




gain  must  be  increased  to  increase  the  growth  yield,  and  thus  to  decrease  the 
development  time.  It  is  expected  that  the  energy  gain  can  be  increased  through 
application of a more negative cathode potential. Furthermore, microorganisms need  to 
invest less energy for growth on a heterotrophic instead of an autotrophic carbon source 
[13]. Consequently, a heterotrophic carbon  source would  increase  the growth yield and 
thus decrease the development time.  
  The objective of this study was to decrease the development time and to increase 
the  H2  production  rate  of  a  H2‐producing  microbial  biocathode.  First,  the  effects  of 
cathode potential, and an autotrophic  (bicarbonate) and heterotrophic  (acetate) carbon 
source on biocathode development were predicted with a  thermodynamic analysis  [13]. 










The  effect  of  carbon  source  and  cathode  potential  on  biocathode  development  was 
investigated with 2 identical setups. Each setup contained 4 electrochemical cells (total: 8 
cathodes), similar to the cells used in a previous study [15]. However, the anode (22 cm2) 
consisted  of  graphite  (MR200,  gas  tight  impregnated, Müller &  Rössner  GmbH &  Co., 
Troisdorf,  Germany),  and  the  cathode  (22  cm2)  of  graphite  paper  (Cixi  Sealing  Spacer 
Material Factory, Ningbo City, China) pressed against a graphite current collector (MR200). 





a  cation exchange membrane  (Ralex CMH‐PES, Mega A.S., Prague, Czech Republic).  For 
each setup, the anolyte (0.1 M K4[Fe(CN)6])  was continuously recycled (50 mL/min) over 
the 4 anodes  in  series and a 5 L  stock vessel. The catholyte  (microbial growth medium) 
was recycled (50 mL/min) over the 3 cathodes and 2 flow cells (30 mL each) in series. One 
flow cell contained a pH electrode, and the other flow cell contained a  liquid/gas outlet, 





  The  catholyte was  continuously  replenished  (0.6 mL/min) with  fresh microbial 










(+0.200  V  vs  NHE.  ProSense  QiS,  Oosterhout,  The  Netherlands).  Each  cathode  and  its 
reference  electrode were  connected  to  a high  impedance  (>1012 Ohm) potential meter 
(PPM‐3C, Bank  IC, Pohlheim, Germany)  to measure  the cathode potential. Each cathode 
was  controlled  at  a  fixed  potential  (±  0.005 V)  by  daily  adjusting  the  voltage  between 
anode and cathode using a power  supply  (EST‐150, Delta Elektronika BV, Zierikzee, The 





electrochemical  cells of  setup 2 were  replaced by 1  large electrochemical  cell  (100  cm2 
electrodes)  with  flow  through  cathode  to  increase  the  H2  production  rate.  The  large 
electrochemical  cell was  the  same as used  in a previous  study  [17], except  for  that  the 
cathode was made  of  graphite  felt  (thickness:  0.25  cm, National  Electrical  Carbon  BV, 
Hoorn, The Netherlands) and that the membrane was a Ralex cation exchange membrane. 
The  anolyte  and  catholyte  recycle were  adjusted  to  60 mL/min,  and  the  catholyte was 
continuously replenished with fresh microbial growth medium (2.6 mL/min), unless stated 
otherwise.  
A  data  logger  (Memograph M,  Endress  +  Hauser,  Naarden,  The  Netherlands) 
recorded each 5 minutes for each electrochemical cell the current, cathode potential, and 






with  10  mL  of  a  mixture  of  effluents  of  previously  operated  biocathodes  fed  with 
bicarbonate or acetate. The 4 cathodes  in each  setup were controlled at  ‐0.5,  ‐0.6,  ‐0.7 
and  ‐0.8  V  (vs  NHE).  During  the  development  period,  the  catholyte  was  analyzed  for 
acetate, propionate  and butyrate using  ion  chromatography  (Metrohm 761 Compact  IC 
equipped  with  a  conductivity  detector  and  a Metrosep  Organic  Acids  6.1005.200  ion 
exclusion  column).  The  sulfate  concentration was measured  using  ion  chromatography 
(Metrohm 761 Compact IC equipped with a conductivity detector and a Metrosep A Supp 









were  only  recorded  after  their  development.  The  polarization  curves  were  made  by 
measuring each 5 minutes, current, and cathode pH at cathode potentials of ‐0.50, ‐0.55, ‐








after 0, 3, 6, 24, 27, 30  and 48 h  via  a  septum  in  the 1  L  flask.  The  gas  samples were 
analyzed  for  H2  and  CH4  using  gas  chromatography  (Varian  CP‐4900  microGC,  TCD 
detector, MS5 and PPU columns  in parallel). The H2 production was calculated using the 
mass  balance  equation  described  in  [19].  The  calculated  H2  production  volumes were 





4.3.1  A  more  negative  cathode  potential  and  acetate  were  predicted  to  enhance 
development 
Previous  studies  [8,10,20]  suggested  that  microorganisms  gain  energy  from  electron 
transfer at the cathode. The energy gain results in biomass growth, which is reflected in an 
increase of current density in time [8,10]. Through increasing the energy gain, for example 







of  the  catabolic  and  anabolic  reaction,  and  subsequent  bioenergetic  coupling  of  the 
catabolic  and  anabolic  reaction.  The methodology  described  by  Kleerebezem  and  Van 
Loosdrecht was used for this analysis [13] (calculations in Appendix – Chapter 4).  




1 HeH                     (1) 
 
The  difference  between  the  Gibbs  energy  levels  of  electron  donor  (i.e.  cathode)  and 
acceptor (i.e. protons) represents the maximum catabolic energy available to biocathode 
microorganisms  if  a  local  concentration  overpotential  [15],  which  likely  exists  in  the 
biofilm,  is  neglected.  The  catabolic  energy  is  related  to  the  cathode  overpotential 
according: 
 
catcat FnG                  (2) 
 






















To  couple  the  catabolic  reaction  to  the  anabolic  reaction  and  calculate  the 
biomass yield,  the Gibbs energy dissipation method was used. This method was chosen, 
because  other  yield  estimation  methods  either  require  biochemical  knowledge  of 
biocathode microorganisms (“ATP method”), which  is not available for the mixed culture 
of  the biocathode, or assume  that  the Gibbs energy dissipated during microbial growth 
(ΔGdis)  is  independent  of  carbon  source  (“TEEM  method”)  [13].  The  Gibbs  energy 







the colonization of microorganisms per unit cathode area  is  initially  low and equal at all 
cathode potentials, a higher biomass yield results faster in a maximum colonization of the 
cathode surface area. Consequently, this would enhance biocathode development, which 
is  defined  here  as  the  time  required  before  a  stable  current  density  is  reached. 
Furthermore,  the biomass yield  is expected  to be > 2  times higher  for acetate  than  for 





Figure  1  The  effect  of  cathode  potential  (expressed  vs NHE)  and  carbon  source  on  the 





would  enhance  biocathode  development.  This  was  experimentally  studied  through 
measuring current density development at ‐0.5, ‐0.7 and ‐0.8 V, for biocathodes fed with 
bicarbonate or acetate as carbon source. The cathodes controlled at ‐0.6 V are not further 
discussed because of  a malfunctioning, which was  apparently  caused by poor electrical 
contact between the graphite paper and the graphite current collector.    
A more negative cathode potential  (i.e. a higher cathode overpotential) did not 
enhance development of biocathodes  fed with bicarbonate nor with  acetate  as  carbon 
source (Figure 2). This suggests that a more negative cathode potential hampers a higher 
biomass yield, for example through an increased chemical HER. An increased chemical HER 
decreases  the  local  proton  concentration  and  thus  decreases  the  energy  gain,  and 
increases  the partial H2 pressure and  limits colonization on  the cathode surface. Studies 
with mixed culture bioanodes similarly demonstrated that a more positive anode potential 








studies  with  an  electrochemical  quartz  crystal  microbalance  [23]  or  a  fluorescent 
microscope coupled  to electric  current measurements  [24], could provide  insight  in  the 
effect of cathode potential on biomass yield.     
A  more  negative  cathode  potential  (i.e.  a  higher  overpotential)  did  result  in 
higher current densities for biocathodes fed with bicarbonate or acetate as carbon source. 
Although  from electrochemical point of view  this  seems  trivial,  from bioelectrochemical 
point  of  view  this  is  not.  For  example,  Torres  et  al.  [21]  demonstrated  that  for mixed 
culture bioanodes, development at a higher anode potential  (i.e. a higher overpotential) 
resulted  in  a  lower  current  density,  and  ascribed  this  to  selection  of  less  efficient 
microorganisms at higher potentials.    
  The maximum current density  (1.0 A m‐2) was below  that measured  in previous 
studies (>1.2 A m‐2) [10‐11], because of the use of graphite paper instead of graphite felt 
as  cathode.  The  low  specific  surface  area  of  graphite  paper  compared  to  graphite  felt 
results  in  a  lower  colonization  per  m2  projected  cathode,  and  consequently,  a  lower 




Figure  2  Development  of  biocathodes  at  3  different  potentials  (vs  NHE),  with  A) 
bicarbonate, 2 mM  for days 0‐34 and 10 mM  for days 34‐63, and B) 1 mM acetate as 













from 2 mM  to 10 mM bicarbonate  from day 34 did slightly  increase  the current density 
rise  in  time of  the biocathode  controlled at  ‐0.8 V. After 60 days at  ‐0.8 V,  the  current 
density  of  the  biocathode  fed  with  acetate  was  still  1.0  A  m‐2,  whereas  that  of  the 
biocathode  fed  with  bicarbonate  had  further  increased  to  0.8  A  m‐2.  Thus,  the 
experimental  data  support  the  predicted  enhanced  startup  with  acetate  instead  of 
bicarbonate as carbon source. 
 
4.3.4  No  observable  relation  between  potential  during  development  and  final 
catalytic activity  
After  62  days,  polarization  curves were made  for  the  6  biocathodes  to  compare  their 
catalytic  activity  (Figure  3).  At  ‐0.8  V  in  the  polarization  curve,  biocathodes  fed  with 
acetate reached 1.0 to 1.4 A m‐2, whereas biocathodes fed with bicarbonate reached 0.9 
to  1.1  A  m‐2.  The  catalytic  activity  of  the  biocathodes  was  substantially  higher  than 
measured previously (0.4 A m‐2) for an uninoculated control cathode  in the same type of 





















use  of  the  cathode  surface  area  [14].  A  cathode  that was  fed with  standard medium 
without added carbon source served as control. Each time, the cathode was operated for 
28 days. In 28 days, the biocathode had increased from 0.2 A m‐2 to 2.7 A m‐2, whereas the 
control  cathode  had  increased  from  0.4  A m‐2  to  0.8  A m‐2 (Figure  4).  The  increase  in 
current density of  the control cathode was  likely caused by growth of electrochemically 
active  microorganisms,  because  the  control  cathode  was  operated  directly  after  the 
biocathode in the same electrochemical cell without sterilization of the cathode chamber. 




avoid  growth of  SO42‐  reducing bacteria  that  consume H2,  a biocathode was developed 





of H2 on  electrons  of  both  yield  tests was  50 %  (standard  deviation:  ±2.9 %), which  is 
comparable to that of a biocathode  in an electrochemical cell of a previous study [10]. A 






(at  STP), which  is  7  times  higher  than measured  in  a  previous  study  of  a  graphite  felt 




















Through  feeding  the H2‐producing microbial  biocathode with medium  containing  a  low 
concentration  of  acetate  (1 mM),  the  development  time  of  the  biocathode  could  be 
decreased. Application of a more negative cathode potential however, did not decrease 
the  development  time  of  the  microbial  biocathode.  Furthermore,  a  flow‐through 
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Organic  substrates  can  be  converted  into  valuable,  “green”  H2  through  microbial 
electrolysis  [1‐3].  In  a  microbial  electrolysis  cell  (MEC),  electrochemically  active 
microorganisms  oxidize  substrate  and  transfer  the  liberated  electrons  to  the  anode. 
Subsequently,  the  electrons  are  transported  through  an  electrical  circuit  containing  a 
power source, to the cathode. To compensate for the negative electrical current outside 
the  cell,  an  ionic  current  flows  inside  the  cell. At  the  cathode,  the hydrogen  evolution 
reaction  (HER)  proceeds.  The HER  does  not  proceed  spontaneously  under  typical MEC 
conditions,  but  requires  an  applied  voltage  that  is  supplied  by  the  power  source  [2]. 
Thermodynamically  (Nernst  equation),  an  applied  voltage  of  0.14  V  is  required  under 
standard  biological  conditions.  However,  a  higher  applied  voltage  (e.g.  0.5‐1.0  V)  is 
required under operating conditions because of potential losses in the MEC [2].  
  To achieve a high volumetric H2 production  rate  (i.e. m3 H2 m‐3 MEC d‐1) at  low 
electrical energy  input  (i.e. kWh m‐3 H2)  the potential  losses need  to be minimized. The 
largest potential losses are caused by the presence of a membrane, anode overpotential, 
and cathode overpotential  [4]. The membrane can be excluded  [5], however, the H2 gas 
produced by  these  so‐called membrane‐less MECs  is not pure. The anode overpotential 














of the Ni‐based catalyst can be  increased. An  increased specific surface area results  in a 
decreased,  true  surface  current density, and  thus a  lower activation overpotential  [18]. 
Furthermore, a decreased,  true  surface current density  results  in a  lower concentration 
overpotential [7].  
  The aim of our  study was  to achieve a high volumetric production  rate of high 
purity H2, at an electrical energy input that is still below the thermodynamic input of water 
electrolysis.  Therefore,  we  designed  a  continuous  flow MEC  with  an  anion  exchange 
membrane,  a  flow  through  bioanode,  and  a  flow  through  Ni  foam  cathode with  high 
specific  surface area. We chose Ni  foam as cathode, because  (i) Ni  foam  is a good HER 
catalyst under alkaline conditions [19‐20], but has not been studied yet in an MEC, (ii) Ni 
foam also serves as current collector with low electrical resistivity compared to graphite or 
titanium [18], (iii) Ni foam  is an already existing product that  is being produced on  large 
scale, for instance for the NiMH battery industry, and (iv) Ni has a low price (0.02 USD/g, 
metalprices.com)  compared  to previously used noble metal  catalysts  (e.g Pt: 50 USD/g, 
metalprices.com). To achieve a high volumetric H2 production rate, the MEC was operated 
at  an  applied  cell  voltage  of  1.00  V.  This  applied  cell  voltage  is  still  below  the 
thermodynamic  input  of  1.23  V  for  water  electrolysis.  Furthermore,  the  MEC  was 
operated without  pH  control  for  a  long  period  (32 days), which  allowed  us  to  observe 




















and was  found  to be 128 m2 m‐2 projected  area  (47.2 ± 0.9 m2  kg‐1). The Ni  foam was 










a different stock vessel  than  the other medium components  to prevent  its consumption 
prior  to  entering  the  anolyte  recycle.  The  stock  vessels were  continuously  flushed with 
nitrogen (>99.9 %). The catholyte consisted of 0.1 M KCl, which was continuously recycled 
(120 mL min‐1) over the cathode chamber and a flow cell containing a pH electrode and a 
gas  outlet.  The  gas  outlet  was  connected  via  a  1  L  flask  to  a  gas  flow  meter 
(Milligascounter ®, Ritter, Bochum, Germany). The flask was filled with 0.2 L demineralized 
water and had a headspace of 0.8 L that served as buffer volume. Gas samples were taken 
via a  septum  in  the  flask.  Liquid  samples were  taken via a  sample port  in  the catholyte 
recycle. The temperature of anolyte and catholyte was controlled at 30 °C (±1 °C). 
  At  the  inlet  of  each  chamber,  a  capillary  filled with  3 M  KCl was  placed,  and 
connected via a 3 M KCl bridge  to an Ag/AgCl 3 M KCl reference electrode  (+0.200 V vs 






(>1012 Ohm) potential meter  (PPM‐3C, Bank  IC, Pohlheim, Germany)  to measure anode 
and  cathode potential. A data  logger  (Memograph M,  Endress  + Hauser, Naarden,  The 
Netherlands) recorded applied voltage, current, anode potential, cathode potential, anode 
pH  and  cathode  pH  every  5 minutes  for  all  experiments. Measured  potentials  in V  vs. 













potential  is  still  relatively high. Therefore,  to prevent oxidation of  the Ni  foam cathode, 













averaged. Average current densities are  reported with ±  standard deviation. During  the 
polarization,  the  H2  concentration  of  the  cathode  was  measured  using  gas 
chromatography  (Varian  CP‐4900  microGC,  TCD  detector,  MS5  and  PPU  columns  in 












subsequent  48 h H2  yield  tests were performed  (duplicates)  for  the MEC with Ni  foam 
cathode  at  an  applied  cell  voltage  of  1.00  V.  At  0,  4,  6,  24,  28,  30  and  48  h,  the  H2 
concentration in the gas was measured. The produced gas volume was measured with the 
gas flow meter. Measured gas volumes were corrected for water vapor, and converted to 
volumes at  standard  temperature and pressure  (STP, 273.15 K and 105 Pa). At  the  start 













eqmeas EE                    (1) 
 
where  Emeas  is  the  measured  anode  or  cathode  potential  (V  vs  NHE)  and  Eeq  is  the 
equilibrium anode or cathode potential (V vs NHE). The equilibrium cathode potential was 
calculated using the Nernst equation: 



















































12 6              (5) 
 
where 2 is the number of electrons per H2, 1/3.6∙106 is a factor to convert Joules to kWh, 
Eapp  is  the applied cell voltage  (V), P  is  the pressure  (105 Pa), and  rcat  is  the cathodic H2 
recovery as described in equation 6 of Sleutels et al. [4]. T is 273.15 K at STP. The electrical 










5.3.1  MEC with Ni  foam  cathode  enables high  current densities  and H2 production 
rates 
An MEC was  constructed with  anion  exchange membrane,  flow  through bioanode,  and 








seems  reasonable  considering  that  the  H2  concentration  in  the  headspace was  always 
above  95  %  (remaining  fraction  was  N2),  and  taking  into  account  H2  losses  through 
membrane  and  tubing  [3].  The  calculated,  volumetric  H2 production  rate  was  plotted 




flow  through Ni  foam cathode. An  increase  in MEC current density by  the use of a  flow 
through instead of a flow past bioanode was demonstrated before by Sleutels et al. Their 
MEC however, consisted of a Ti‐Pt mesh cathode (50 g m‐2 Pt) [6]. Here, a Ni foam cathode 










to  bulk  is  not  limiting,  and  therefore  there  is  a  negligible  concentration  overpotential 





measured  overpotential  for  Ni  foam  (‐0.14  V  at  10.5  A  m‐2)  was  similar  to  the 











To  achieve  a  volumetric  H2 production  rate  of more  than  50 m‐3  H2 m‐3 MEC  d‐1,  an 
electrical energy input of 2.6 kWh m‐3 H2 was required (Figure 3). This is high compared to 
the 0.28 kWh m‐3 H2 thermodynamically required for the complete conversion of acetate 





To  identify  which  of  the  MEC  components  consumed  most  of  the  electrical 
energy input at different H2 production rates, the electrical energy input was subdivided in 
equilibrium  input,  anode  input,  cathode  input,  and  membrane  and  electrolyte  input 
(Figure 3). The electrical energy consumption by the anode was  low (below 0.3 kWh m‐3 
H2), because of  the use of a  flow  through anode. The consumption of  the cathode was 
higher than that of the anode (up to 0.6 kWh m‐3 H2), but still much lower than that of the 
membrane  and  electrolyte  (up  to  1.5  kWh  m‐3).  For  all  H2  production  rates,  the 
consumption  by  the membrane  and  electrolyte  was  highest.  The  consumption  of  the 
membrane and electrolyte includes the consumption due to the pH gradient that develops 
over the membrane, due to transport of ions through the membrane and due to transport 
of  ions  through  the  electrolytes  (anolyte  and  catholyte)  [4].  The  consumption  due  to 





 It  is  clear  that  an  MEC  with  membrane  consumes  a  large  amount  of  extra 




the  cathode headspace  and  is  expected  to be  flushed out on  the  long  term. Negligible 
concentrations  of  CH4  (<0.3%)  were  found  in  the  headspace.  Such  low  and  constant 
concentrations of CH4 may have been caused by diffusion of CH4  from anode to cathode 
chamber [28]. The production of high purity H2 gas is advantageous if the H2 is to be used 














m‐3 MEC)  (Figure  4). A  decrease  in  current  density  implies  a  decrease  in  volumetric H2 
production  rate.  This  was  confirmed  during  two  subsequent  48  h  H2  yield  tests  (see 
Appendix  –  Chapter  5).  The  H2  yield  tests were  performed  from  day  25.  The  average 
current of the MEC was 15.4 ± 1.2 A m‐2 (3850 ± 290 A m‐3 MEC) during test 1 and 15.7 ± 
0.55 A/m2 (3925 ± 138 A m‐3 MEC) during test 2. The cathodic H2 recovery was 92 % for 
test 1 and 93 %  for  test 2. This  resulted  in a volumetric production  rate of 36 m3 H2 m‐3 
MEC d‐1 for test 1 and 37 m3 H2 m‐3 MEC d‐1 for test 2 (MEC volume: 40 ∙10‐6 m3).  
  While  the  current  decreased  during  days  14‐32,  the  anode  overpotential 
increased from 0.12 V to 0.15 V and the cathode overpotential  increased from ‐0.23 to  ‐
0.24 V. The increase in anode potential was likely caused by scaling, which was observed 









(i.e.  carbonate  buffer  species  and  protons),  and  an  increase  in  ohmic  resistance. 
Consequently, the current decreases and the anode overpotential increases. Spontaneous 
detachment  of  scaling  from  the  bioanode may  explain  the  sudden  changes  in  current 






  So  far,  it  remains  unclear what  caused  the  increase  in  cathode  overpotential. 
Various possible explanations can be  found  in  literature,  such as  (i) blanketing of active 
surface area by H2 gas bubbles in the pores [20,32], (ii) poisoning of the active surface area 
[14,33], and (iii) formation of Ni‐hydride that decreases electrocatalytic activity [14,34‐36] 
Scaling may be another cause  for  the  increase  in cathode overpotential. Scaling 
on  the  cathode  was  not  visually  observed,  and  is  unlikely,  because  concentrations  of 
divalent  cations  (Ca2+ and Mg2+ < 50  μg  L‐1  (detection  limit  ICP)) and anions  (phosphate 
species = 343 mg L‐1, carbonate species not analyzed) did not exceed the solubility product 





corrosion  during  exposure  to  air  between  each  cycle.  This was  supported  by higher Ni 
concentrations  in electrolyte  that was  replaced  in  air  compared  to electrolyte  that was 
replaced  in an anaerobic glove box. Corrosion could not explain  the  increase  in cathode 
overpotential  for  Ni  foam.  Ni  foam  was  continuously  operated  as  cathode  and  the 
concentration of Ni in the catholyte (maximum: 16 μg L‐1) did not change during the 48 h 
yield tests.   







Figure 4 Current density, anode and cathode overpotential  (η) of  the MEC with Ni  foam 
cathode during 20 days operation at 1.00 V. The cathode overpotential is expressed with a 









surface area  (128 m2 m‐2 projected  area) achieved  a high H2 production  rate. The MEC 
produced more than 50 m3 H2 m‐3 MEC d‐1 (22.82 A m‐2) at an electrical energy input of 2.6 
kWh m‐3 H2 (applied cell voltage: 1.00 V). However, MEC performance decreased during 32 
days due  to  an  increase  in anode  and  cathode overpotentials.  Scaling  likely  caused  the 
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H2  can  be  produced  from  organic matter  with  a  microbial  electrolysis  cell  (MEC).  To 
decrease  the energy  input and  increase  the H2 production  rate of an MEC, a catalyst  is 
used  at  the  cathode.  Platinum  is  an  effective  catalyst,  but  its  high  costs  stimulate 
searching  for alternatives, such as non‐noble metal alloys. This study demonstrates  that 
copper  sheet  coated  with  nickel‐molybdenum,  nickel‐iron‐molybdenum  or  cobalt‐
molybdenum  alloys have  a higher  catalytic  activity  for  the hydrogen evolution  reaction 
than nickel cathodes, measured near neutral pH. However, the catalytic activity cannot be 
fully exploited near neutral pH because of mass transport limitation. The catalytic activity 





















H2  is  an  energy  carrier  and  chemical, which  can  be  sustainably  produced  from  organic 
matter with a microbial electrolysis cell (MEC). At the anode of an MEC, electrochemically 
active microorganisms convert organic matter (e.g. acetate) into bicarbonate, protons and 
electrons.  The produced  electrons move  from  the  anode  through  an  external  electrical 
circuit with  power  supply  to  the  cathode.  At  the  cathode,  the  electrons  combine with 
protons  in a process called  the hydrogen evolution  reaction  (HER). The negative charge 
transport through electrons  is compensated by charge transport through  ions  in the cell. 
The production of H2  from organic matter  in an MEC  is not a  spontaneous process, but 
requires  a  voltage  input  that  is  delivered  by  the  power  supply.  According  the  Nernst 
equation, 0.14 V would be required to produce H2 from acetate under standard biological 
conditions  (298 K, P = 1 bar, pH 7).  In practice, 0.4‐1.0 V  is applied  to produce H2 at a 
measurable rate [1].   
  To decrease the energy  input (kWh m‐3 H2), and  increase the H2 production rate 
(i.e. m3 H2 m‐3 MEC  d‐1)  of  an MEC,  a  catalyst  is  used  at  the  cathode  [1].  The  catalyst 
decreases  the  HER  activation  overpotential,  i.e.  the  activation  energy  for  the  charge 




as  Fe  [3‐4]  and Ni  [4‐8],  could  be  employed  in MECs.  For  example,  a  continuous  flow 
membrane‐less MEC with Ni based gas diffusion cathode produced 4 m3 H2 m‐3 MEC day‐1 
[7]. Furthermore, cathodes based on alloys of these metals could be employed  in MECs. 
Although  theoretically not well understood  [9‐11], metal alloys effectively decrease  the 
HER activation overpotential. For MECs, Ni alloys and tungsten carbide (WC) were applied 
as  HER  catalyst  [7,12‐15].  For  alkaline  water  electrolyzers,  various  other  alloys  were 
applied as HER catalyst [16‐18]. The performance of these alloys in MECs however, is not 







can  be  distinguished:  MECs  without  a  membrane,  and  MECs  with  a  membrane  that 
separates the cell in an anode and a cathode chamber [1]. In MECs without a membrane, 
HER catalysts typically work around neutral pH (i.e. wastewater pH) [19]. Around neutral 
pH, there  is a  low concentration of H+ and OH‐ and therefore, the HER  is easily transport 
limited, which results in a considerable concentration overpotential. Buffers can overcome 
this  transport  limitation, but  this strongly depends on pH, buffer pKa and concentration, 
current  density,  and  hydrodynamic  conditions  [20].  In  MECs  with  a  membrane,  the 





In  this  study,  we  extended  the  investigated  range  of  alloys  with  nickel‐iron‐
molybdenum (NiFeMo) and cobalt molybdenum (CoMo) alloys as possible HER catalysts in 
an MEC.  These  alloys  are  known  to  have  a  high  catalytic  activity  under  strong  alkaline 
conditions  in water electrolyzers [16‐17], but a high catalytic activity around neutral and 
mild alkaline pH as encountered  in MECs has yet  to be proven. Therefore,  the catalytic 
activity of these alloys was compared  in a 0.1 M phosphate buffered electrolyte of pH 6. 
The pH of this electrolyte differs most from a strongly alkaline electrolyte, while the high 












































Ni100   0.250         10.5  50   3   ‐1.08  ‐1.05 
Ni85Mo15  0.213      0.038   10.5  100   6   ‐1.09  ‐0.95 
Ni64Fe18Mo18  0.160     0.045  0.045   10.5  200   6   ‐1.23  ‐1.14 
Ni76Fe16Mo8  0.190     0.040   0.020   10.5  200   6   ‐1.40  ‐1.19 





(Autolab  PGSTAT100,  Metrohm  Autolab  B.V.,  Utrecht,  The  Netherlands).  An  Ir/Ta 
electrode (80%/20%, Magneto Special Anodes BV, Schiedam, The Netherlands) was used 
as  the  counter  electrode.  The  metals  were  deposited  in  galvanostatic  mode  (i.e.  at 









counter  electrode  of  a  potentiostat/galvanostat  (μAutolab  III, Metrohm  Autolab  B.V., 
Utrecht, The Netherlands). A 3 M KCl Ag/AgCl electrode (+0.210 V vs NHE) was connected 




The electrolyte was  continuously mixed with  a magnetic  stirrer. The HER potential was 
obtained in a series of measurements at constant current densities of respectively 75, 50, 
25, 10, 5, 2.5, 1, 0.1, and 0.01 A m‐2. The HER potential was measured each 10 s, for 50 
min  at  75  A  m‐2,  and  for  25  min  at  all  other  current  densities.  This  sequence  was 
performed  5  times  for  each  cathode  to  check  if measurements were  reproducible.  For 
each current density the results of the  last 100 s of the 5th sequence were averaged and 
used  for  further  analysis.  The  cathode  overpotential  was  calculated  as  described 
previously [8].  
































0.8,  0.7,  0.6  and  0.5  V.  Each  cell  voltage was  applied  for  1  hour. Measurements were 
recorded each 5 min, and  the  last 5  recorded measurements were averaged. For  run 1, 




Their  concentrations  were  not  measured  during  polarization  however.  Nevertheless, 
within their applied concentration range, they only have a small effect on the equilibrium 











































                   
with j0 the exchange current density (A m‐2), which is a measure for the electrode kinetics 




  The  current density must equal  the  charge  transport  to  the  cathode  surface. A 
high  concentration  of  background  electrolyte  (0.5 M Na2SO4) was  used  and  therefore, 
transport  due  to migration was  neglected.  The  diffusion  layer  thickness  was  constant 
through controlled convection with a magnetic stirrer. The species considered in diffusive 
transport are buffer  species, protons and hydroxide. At bulk pH 6,  the dominant buffer 
species  are  H2PO4‐ and  HPO42‐ and  therefore,  the  transport  flux  (mol m‐2  s‐1)  of  other 
phosphate buffer species and protons could be neglected [20]. The current density must 
thus equal the transport flux of three species: 




2 HPOPOHOH JJJFj               (2) 
 

















































Fj        (3) 
 
with DOH‐ the diffusion coefficient of hydroxide  (5.3∙10‐9 m2  s‐1 at 298 K  [28]) and DA  the 
diffusion coefficient of buffer (average value for H2PO4‐ and HPO42‐, which is 1.3∙10‐9 m2 s‐1 
at  298  K  [28]),  Kw  the water  dissociation  constant  (10‐14 M2),  Ka2  the  acid  dissociation 
6. Metal alloys as HER catalysts in MEC 
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  Equations  1  and  3  were  combined  and  solved  using  MathCad  (vs  14,  PTC, 
Needham, USA)  to yield an expression of η as  function of  j  (Appendix – Chapter 6). This 
expression allows to study the effect of the variables α and j0 (i.e. catalytic activity) on the 
shape  of  η‐j  curves  for  the HER  in  a  near  neutral  pH  electrolyte.  Figure  2  shows  how 
materials with  high  and  low  catalytic  activities  can  lead  to  different  shapes  of  the  η‐j 
curves.   
 
Figure  2  Current  density  (j)  as  function  of  measured  overpotential  (η)  for  Cu  and  Pt 
(symbols).  A  transport  corrected  Tafel  relation  (lines) was  fitted  (fitting  parameter:  α) 
through the data by minimizing the sum of squared differences between this relation and 
experimental data. Therefore, the required values of j0 for Pt and Cu were estimated using 






with  η.  This  region  is  characterized  by  a  transition  from  activation  control  to  mass 
transport control of the HER. In region II (η = ‐0.3 to ‐0.8 V), log(j) hardly increases with η, 





the OH‐  flux  [20,25].  In  region  III,  (η more negative  than  ‐0.8 V),  log(j)  increases  linearly 
with η.  In  this  region,  the  reaction  is  activation  controlled, because  the OH‐  flux  is not 
limiting.  
  For the η‐j curve of a material with low catalytic activity and thus high activation 




  This analysis demonstrates  that even  in presence of 0.100 M phosphate buffer, 
the HER  suffers  from mass  transport  limitation at current densities above 25 A m‐2  in a 
near  neutral  pH  electrolyte.  Also  in  a  previous  study  (Figure  1  in  [13]),  the  effect  of 
transport on the HER current density was slightly visible at 25 A m‐2. This  implies that an 
MEC operating at neutral cathode pH requires a high concentration of buffer to decrease 
the  cathode overpotential  at 25 A m‐2  and higher.  The HER does not  suffer  from mass 







mass  transport  controlled, which  is however  the  case  at high overpotentials  (Figure 2). 














literature  values  are  likely  caused  by  differences  in  pH  (pH  6  vs  pH  <  0  or  pH  >  14), 
electrolyte conditions (presence of buffer) and cathode composition (e.g. metal substrate, 
alloy  composition).  As  was  also  pointed  out  by  Petrii  and  Tsirlina  [11],  variation  in 




pH  6.  The high  catalytic  activity of Ni85Mo15  alloy was  also observed by Hu  et  al., who 
measured in a 100 mM phosphate buffer of pH 7 [12‐13]. To our knowledge, NiFeMo and 
CoMo alloys have only been  investigated as HER catalyst at alkaline pH  [16‐17], and not 

























  Carbon was only measured  for  cathodes  that had been  stored  in  acetone,  and 




The  passivation  layer  is  removed  when  the  cathodes  are  connected  cathodically  [33]. 
However, Mo can retain an oxide film which  is not cathodically reduced [13,34], and this 








the deposition  rate of  the metals with a  lower  standard electrode potential, whereas  it 






catalysis  is  obtained  through  a  synergistic  catalytic  effect  of  the  alloy,  and  not  only 





Table 3 Approximate elemental composition  (determined with EDX), and  specific  surface 
area (determined with AFM) of cathodes prepared with electrodeposition. The numbers in 
parentheses indicate the composition excluding oxygen. 
Bath composition  Deposit composition  Specific  surface  area 
(m2/m2) Ni (%)  Co (%)  Fe (%)  Mo (%)  O (%) 
Pt            1.0 
Ni100   94 (100)           6 (0)  1.2 
Ni85Mo15  40 (66)      21 (34)  39 (0)  1.1 
Ni64Fe18Mo18  39 (48)    22 (26)  20 (25)  19 (0)  1.4 
Ni76Fe16Mo8  36 (51)    17 (24)  18 (25)  29 (0)  1.4 
Co75Mo25     47 (67)    23 (33)  30 (0)  1.1 
 
6.3.4  High  H2  production  rate  for  MEC  with  CoMo  coated  Cu‐sheet  cathode  and 
membrane 
An MEC with  100  cm2  CoMo  coated  Cu  cathode was  operated  twice.  CoMo  alloy was 
chosen, because it had not been studied in an MEC before, and was expected to be more 
stable  than NiMo  alloy  [16]  and NiFeMo  under  alkaline  conditions  [18].  The MEC with 
membrane was operated without pH  control of  anode  and  cathode,  and  therefore  the 
cathode  pH  was  above  12.  Although  this  leads  to  losses  caused  by  a membrane  pH 
gradient, mass  transport  limitation  of  the  HER  is minimized  (section  3.1),  no  buffer  is 
required, and H2 consumption through methanogenesis is avoided. 




at  pH  6  that  was  estimated  with  the  linear  approximation  in  the  characterization 
experiments (Table 2). For the fitted Tafel relation the slope‐1 = 0.11 V (α = 0.55), which is 
consistent with slope‐1 = 0.116 V (α=0.5) for CoMo alloy under alkaline conditions that can 
be  found  in  literature  [16].  The  average  composition  of  the  2  tested  CoMo  coated 






Figure  3  Polarization  of  the  CoMo  coated  Cu  cathode  (duplicate  runs)  in  an MEC with 










[8], because of  the high  resistance of  the heterogeneous Ralex membrane compared  to 
the homogeneous Neosepta membrane [38] used previously [8]. 
The  costs  of  the  catalyst  will  depend  on  the  mode  of  application  (e.g. 
electrodeposition  from  a  solution,  or  as  a  powder with  a  binder  [5]),  and  the  loading 





MEC  with membrane.  Experiments  are  required  to  further  improve  HER  catalysis,  for 
example through the use of high surface area cathodes  [3,8], and to test the stability of 
the  CoMo  cathode.  The  long‐term  stability  of  CoMo  cathodes  has  already  been 
6. Metal alloys as HER catalysts in MEC 
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Figure  4  Overall  performance  of  the  MEC  with  a  CoMo  coated  Cu  cathode.  The 
contributions to the electrical energy  input of the equilibrium voltage, membrane (i.e. pH 
gradient plus transport losses [22]) and electrolyte voltage losses, anode overpotential and 




This  study  demonstrates  that  near  neutral  pH,  Cu  sheet  cathodes  coated  with  NiMo, 
NiFeMo or CoMo alloy have a high catalytic activity  for  the HER  compared  to cathodes 
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the perspectives of  this  relatively new  technology  for  the production of H2. We discuss 









The  first  lab MECs made  use  of  Pt‐based  cathodes  for  the  HER  in  an MEC.  Pt‐based 
cathodes  have  low  overpotentials  at  high  current  densities  for  the  hydrogen  evolution 









recovery of H2 on electrons was 50 %. Various  factors  influence  the current density and 
cathodic H2 recovery of the microbial biocathode:  
  First,  the number of microorganisms  that have  colonized  the  cathode material 
(e.g. graphite felt), and the rate at which these microorganisms accept electrons influence 
the current density. Furthermore,  the presence of microorganisms  that accept electrons 
for  other  processes  than  H2  production,  such  as  acetogenesis,  [1]  or  that  use  H2  for 
methanogenesis  [2], decrease  the cathodic H2  recovery. To  increase  the current density 
and cathodic H2 recovery, colonization and selection (i.e. enrichment) of microbial species 
that produce H2 must be enhanced. Similar to what has been demonstrated for bioanodes 
[3],  this may  be  achieved  through  optimization  of  operational  conditions  such  as  pH, 
cathode potential and medium composition. A first attempt was made in Chapter 4, which 
investigated  the  effect  of  cathode  potential  and  carbon  source  (acetate  versus 
bicarbonate)  on microbial  biocathode  development  and  performance.  Identification  of 
microorganisms on the biocathode and their mode of H2 production will help to  improve 
the enrichment process. For example,  if these microorganisms employ hydrogenases  for 





biocathode,  because  the  microbial  biocathode  operates  at  neutral  pH.  Chapter  2 
demonstrated  that  around  neutral  pH,  the  selection  of  a  buffer  (i.e.  pKa),  buffer 
concentration,  and  recirculation  speed  largely  influence  the  cathode  overpotential  (or 
current density at a given overpotential). To improve mass transport, a high concentration 
of  the  right  buffer  could  be  used.  However,  such  conditions  may  be  challenging  for 
practical  application  due  to  the  associated  chemical  consumption.  Chapter  4 
demonstrated the use of a flow through microbial biocathode which also partly improves 
mass transport. Alternatively, a biocathode that operates at pH 12, which would not suffer 
from mass  transport  limitation by protons, could be envisioned. However,  the proof‐of‐
principle of such a biocathode has not been described so far. 
Third, H2 is lost via diffusion through membrane and tubing, which decreases the 
cathodic H2 recovery. The amount of these  losses however, will become relatively  less  if 
the H2 production  rate of  the microbial biocathode  is  increased  [4], which consequently 
results in an increased cathodic H2 recovery. 
  Finally,  scaling  may  form  on  the  microbial  biocathode,  which  shields  the 
biocathode and  thus  influences  its current density. This may occur particularly  for MECs 
with a cation exchange membrane and phosphate or carbonate buffer  in  the catholyte. 
Transport  of multivalent  cations  such  as  Ca2+  and Mg2+  through  the  cation  exchange 
membrane  increases their concentration  in the catholyte. An  increased concentration of 





Non‐noble metal  cathodes  have  high  overpotentials  compared  to  Pt,  even  at  the  low 
current densities encountered in MECs. To decrease the overpotential of cathodes based 







conditions  (e.g.  [5‐6]). However,  they have been  limited  studied  for  the HER under  the 





obtained with a Pt coated  sintered Ti  cathode  relative  to a Pt  coated Ti  sheet cathode, 
current  densities  and  thus  H2  production  rates  could  be  further  increased  through 




Table 1  compares  cathodes, described  in  this  thesis and elsewhere,  in  terms of  current 
density  and  cathode  overpotential  for  the  HER  in  an MEC,  or  under MEC  conditions. 
Furthermore, it compares the specific surface area and catholyte conditions of the various 
cathodes. 
The microbial  biocathodes  demonstrated  high  overpotentials  and  low  current 
densities compared to metal cathodes that were tested around neutral pH. Thus, to make 
the microbial biocathode a viable alternative  for metal  cathodes around neutral pH,  its 
current  density  needs  to  be  increased,  while  its  overpotential  must  be  decreased. 
Furthermore, the cathodic H2 recovery of the microbial biocathode needs to be increased. 
The  low costs,  regenerative character, and  stability against corrosion compared  to non‐










unbuffered  catholyte  of  an  MEC  with  membrane  (catholyte  pH  >12;  Table  1).  The 
catholyte consisted of 0.1 M KCl.  
The effect of  catholyte  composition on  the activation overpotential of  the HER 
was not investigated in this thesis. However, based on previous studies, it is expected that 
K+  and  Cl‐  ions  do  not  increase  the  activation  overpotential  (“poisoning”)  of  non‐noble 




cathodes  with  the  highest  intrinsic  performance  (i.e.  high  current  density  at  low 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































separates  the  anode  and  cathode  chamber,  and  without  a  membrane.  MECs  with  a 
membrane  have  several  advantages  over  without  a  membrane,  such  as  negligible 
concentration overpotential at the cathode, and no need for buffering and recirculation of 
the  catholyte.  Furthermore,  pure  H2  can  be  produced  because methanogenesis  at  the 
cathode is avoided, and H2 is not mixed with CO2 from the anode. Part of the total voltage 
input of an MEC with membrane however,  is  lost due  to a membrane pH gradient and 
membrane resistance (Chapters 5 and 6). To increase the H2 production rate of an MEC (or 














end electrodes  (Figure 1). This decreases ohmic  losses. An advantage of  the monopolar 





   





















MEC  stack  (Figure  2).  More  electrode  pairs  per  1  m3  implies  less  spacing  between 
electrodes,  and  thus  also  a  lower  internal  resistance.  However,  less  spacing  between 
electrodes  increases  the  chance  of  clogging  if  the MEC  is  fed with wastewater.  If  100 
7. General discussion and outlook 
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electrode pairs are to be  fitted  in 1 m3, the width available per electrode pair  is 1.0 cm. 
Each anode could  for example consist of 2.5 mm graphite  felt, and each cathode of 0.5 
mm CoMo‐coated Cu  sheet. Each pair of electrodes  is  separated by an anion exchange 
membrane  (thickness  <  0.1  cm).  This means  that  about 0.6  cm  remains  through which 
electrolytes can be pumped. The MEC could operate without catholyte recycle, or without 
catholyte  at  all.  Experiments  in  our  lab  with  a  membrane  electrode  assembly  (MEA) 
composed  of  an  anion  exchange  membrane  and  a  Ni  foam  cathode  showed  similar 
performance for the cathode operated with catholyte, and the cathode operated as a gas 
diffusion cathode. The  largest part of  this 0.6 cm can  thus be used  for  the anolyte. The 




















chapter  6  (excluding  electrical  energy  of  pumps).  The  current  densities  (primary  x‐axis) 
were  converted  to  H2  production  rates  (secondary  x‐axis)  for  an MEC  stack  with  100 
electrode pairs per 1 m3. A cathodic H2 recovery of 0.9 was assumed.  
 
  The  individual cell thickness  in the MEC stack  is  larger (1.0 cm) than that of the 
single MEC (0.4 cm) of Chapter 5 and 6, which results in a lower H2 production rate per m3 
MEC.  An  individual  cell  thickness  of  1.0  instead  of  0.4  cm  however,  seems  more 
reasonable for practical application. A state‐of‐the‐art laboratory MEC produces 22 A m‐2 




So  far,  the  input  of  electrical  energy  for  pumping  the  electrolytes  through  anode  and 
cathode chamber of an MEC has not been considered. For continuously fed MECs however, 
pumping  contributes  to  the  total  energy  consumption  and  thus  must  be  taken  into 
account.  We  here  only  elaborate  on  the  energy  requirement  for  pumping  anolyte, 
because an MEC could operate without catholyte recycle or without catholyte at all (7.3.2). 





min‐1  increased  the  current density  from  3.8  to  5 A m‐2 with  the  same MEC  but  at  an 
applied cell voltage of 0.8 V. A further increase to 5.4 cm min‐1 however, did not lead to a 












rate Q  equals  the product of  anode  surface  area  (A  = 1 m2)  and  the  linear  flow  speed 
perpendicular to this surface area. 
The  ΔP  over  the  anode  chamber, measured  for  a  lab MEC with  flow‐through 
anode, was 2∙104 Pa at a  linear flow speed of 12 cm min‐1 perpendicular to the graphite 
felt  anode.  The  ΔP  is  mainly  caused  by  the  resistance  of  the  2.5  mm  graphite  felt. 
Assuming that ΔP is proportional to Q, ΔP would be 3.3 ∙103 Pa at a linear flow speed of 2 
cm min‐1.    
The  energy  requirement  for  pumping  in  kWh  m‐3  H2  can  then  be  estimated 
through dividing the power requirement for pumping by the volumetric H2 production rate. 









account.  These  processes  however,  are  application  dependent  and  must  thus  be 
evaluated  for each business case. For comparison,  the electrical energy  requirement  for 
commercial water electrolyzers is 5 ‐ 7 kWh m‐3 H2 [38] (Table 2). This energy requirement 















MEC  20 2.8 1
Hogen® S series 8‐31.5 6.7 13.8
Hogen® H series 17‐51 6.8‐7.3 15
Hogen® C series 60‐180 5.8‐6.0 30





























Capexh Main.i Total  
Anode current collector 500a 10f 70 10 80 0.01 
Anode   4000b 10f 540 120 660 0.10 
Cathode  1500c 10f 200 50 250 0.04 
AEM  1000d 10g 140 30 170 0.02 
Housing (e.g. HDPE) 2500e 20 220 80 300 0.05 
Other (e.g. circuit) 100 20 10 0 10 0.00 




polypropylene,  f: Based on  lifetime  in Chlor alkali  industry  [32], g: Based on expected  lifetime of  comparable 







m‐3 H2.   For wind power, which  is produced  for about 0.06 € kWh‐1,  the electricity costs 
would be 0.17 € m‐3 H2 (www.ecn.nl,  [43]). The  total H2  costs  (Table 4)  for an upscaled 
MEC would be comparable  to  the costs  for water electrolyzers and distributed biomass 
gasification  plants.  The H2  costs  for  steam methane  reforming  however,  are  still much 
lower.  






the  costs  of  parts  may  be  decreased,  most  can  be  gained  from  an  increase  in  H2 
































substrate  supply  for  the bioanode  is not  a  limiting  factor. However,  to  reach  a  current 
density  of  22  A  m‐2,  16  kg  chemical  oxygen  demand  (COD)  m‐3  MEC  day‐1  must  be 
converted  into electrons  in  the MEC  stack.  If, based on  results of Sleutels et al  [35], an 
anodic coulombic efficiency of 50 % is assumed, a conversion rate of 32 kg COD m‐3 MEC 
day‐1 would  be  required.  An MEC would  thus  be  especially  attractive  for  treatment  of 






Hydrogen  is  used  in  the  vegetable  food  industry  to  hydrogenate  vegetable  oils. 
Hydrogenation increases the content of saturated fatty acids and consequently, turns oils 
into fats that are  less susceptible to oxidation. Although there  is a trend to decrease the 
use  of  saturated  fatty  acids  in  food  products  due  to  their  health  risks,  hydrogenated 









et  al.  [54]  use  50‐60  tonnes  of  soybean  oil  per  day.  Assuming  that  all  soybean  oil  is 
hydrogenated from an IV of 130 to 70, maximally 3600 m3 H2 would be daily required.  
  The  refinery described by Pandey et al. produced 65 m3 wastewater day‐1 with 



















                  (4) 
 















The monopolar  or  bipolar MEC  stack,  in which  flow‐through  anodes  are  stacked with 




The  help  of  David  Vermaas  and  Jan  Post  with  pressure  drop  measurements  and 
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fuels however,  are  a  finite  resource  and  their  combustion  causes  air pollution  and CO2 
emission, which is believed to cause global warming. These issues raise the need for green 
H2 without  emissions.  Thus, H2  production  technologies must  be  explored  that  do  not 
require energy  input from fossil fuels, but can use energy  input from renewable sources. 
This thesis is about the production of H2 from biomass through microbial electrolysis. 
In  a  microbial  electrolysis  cell  (MEC)  electrochemically  active  microorganisms 
oxidize  a  substrate  (e.g.  acetate  in  a  waste  stream)  into  bicarbonate,  protons  and 
electrons,  and  transfer  the  electrons  to  the  anode,  the  so‐called  bioanode.  From  the 
bioanode,  the  electrons  travel  through  an  electrical  circuit  with  power  supply,  to  the 
cathode. At  the  cathode,  the  electrons  reduce  protons or water  to H2 in  the  hydrogen 
evolution  reaction  (HER). The production of H2  from organic matter  in an MEC  is not a 
spontaneous process, but requires a voltage  input that  is delivered by the power supply. 
To compensate  for  the negative electrical charge  transport  through  the external circuit, 
ionic  charge  is  transported  between  the  electrodes  inside  the  cell.  To  avoid  H2  losses 
through re‐oxidation at the anode, and a decrease in H2 purity through mixing with CO2, a 
membrane  can  be  used  to  separate  anode  and  cathode.  Often,  an  anion  or  cation 
exchange membrane is used. 
According to the Nernst equation, an applied voltage of 0.12 V would be required 
to produce H2  from acetate under  typical MEC conditions, while  in practice, 0.4‐1.0 V  is 
applied. Part of this additional voltage is used as cathode overpotential to drive the HER at 
a  certain  rate.  The  cathode  overpotential  is  the  extra  potential  beyond  the 
thermodynamic  potential,  and  is  expressed  with  a  negative  sign.  The  cathode 
overpotential  represents an extra electrical energy  input, and  therefore  it  is  relevant  to 
decrease.  This  can  be  achieved  with  a  catalyst,  such  as  Pt.  Previous  MEC  studies 
demonstrated  overpotentials  for  Pt‐based  cathodes  of  a  few  hundred millivolts  at  H2 
Summary 
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production  rates below 10 m3 H2 m‐3 MEC day‐1 (at  standard  temperature and pressure 
(STP)). The aim was  to decrease  this overpotential, while  to  increase  the  volumetric H2 
production rate of the MEC (i.e. m3 H2 m‐3 MEC day‐1). Furthermore, the cathode must be 





values  is  studied  in  Chapter  2.  This  chapter  demonstrates  that  buffers  decreased  the 
overpotential of  a Pt‐based  cathode. However,  this effect was  found  to be  strongly pH 
dependent. Furthermore, experimental data and a mass transport equation showed that 
by  increasing  the  buffer  concentration  or  linear  flow  speed  (i.e.  pump  speed),  or 
decreasing  the  current  density  (i)  the  overpotential  decreases  and  (ii)  the  minimum 
overpotential  is  reached at a pH  that approaches  the buffer dissociation constant  (pKa). 
Thus,  to  decrease  the  cathode  overpotential  of  an  MEC,  buffer  (i.e.  pKa),  buffer 
concentration,  linear  flow  speed  and  current  density must  be  well  balanced  with  the 
desirable operational pH.  
  In  Chapter  3,  the  H2  producing  microbial  biocathode  is  studied  as  low‐cost 
alternative  for  the  Pt‐based  cathode.  The  proof‐of‐principle  of  such  a  biocathode was 
demonstrated previously. The microbial biocathode however, had not been applied in an 




STP; maximum  current  density:  1.4  A m‐2).  After  1600  hours  of  operation,  the  current 
density  of  the MECs  had  decreased  to  0.6  A m‐2,  probably  caused  by  precipitation  of 
calcium phosphate on the biocathode.  
The microbial  biocathode  is  thus  a  candidate  as  low‐cost  substitute  of  the  Pt‐ 




to  be  resolved  before  the microbial  biocathode  can  be  a  viable  replacement  of metal 
cathodes.  In  Chapter  4  we  hypothesized  that  the  development  time  of  the microbial 
biocathode  could  be  decreased  through  applying  a  more  negative  cathode  potential 
and/or feeding with an organic   (acetate)  instead of an autotrophic (bicarbonate) carbon 
source. Experiments  showed however,  that applying a more negative  cathode potential 
did  not  decrease  the  development  time  of  the  microbial  biocathode.  Feeding  with 
medium  containing  a  low  concentration  of  acetate  (1 mM)  instead  of  bicarbonate  did 
decrease  the development  time with more  than a  factor 2. The enhanced development 
was  likely caused by a higher biomass yield  for acetate  than  for bicarbonate, which was 
supported  by  thermodynamic  calculations.  Furthermore,  to  increase  the H2  production 
rate,  a  flow  through biocathode  fed with  acetate was  investigated  in  this  chapter. This 
biocathode produced 2.2 m3 H2 m‐3 reactor day‐1  (at STP; maximum current density: 2.7 A 
m‐2) at an overpotential of  ‐0.28 V. The H2 production  rate of  the microbial biocathode 
was 7 times higher than of a parallel flow biocathode used previously.  
Next  to  the microbial biocathode, non‐noble metal cathodes were  studied as a 




of  a  non‐noble metal  alloy.  Both  strategies  have  been  extensively  studied  for  the HER 




membrane and  flow  through bioanode. At an electrical energy  input of 2.6 kWh m‐3 H2 
(applied cell voltage: 1.00 V), this MEC was able to produce over 50 m3 H2 m‐3 MEC d‐1 (at 
STP; 22.8 ± 0.1 A m2). The high H2 production rate was the result of a combination of MEC 




32  days  of  operation  due  to  an  increase  in  anode  and  cathode  overpotentials.  Scaling 
likely caused the increase in anode overpotential, but it remained unclear what caused the 
increase in cathode overpotential. 
Chapter  6  demonstrates  that  a  copper  sheet  coated  with  alloys  of  nickel‐
molybdenum,  nickel‐iron‐molybdenum  or  cobalt‐molybdenum  alloy  has  a  lower 
overpotential for the HER than a copper sheet coated with nickel, measured near neutral 
pH. However,  the catalytic activity of  these alloys cannot be  fully exploited near neutral 
pH because of mass transport limitation. The catalytic activity is best exploited at alkaline 





follows  that  to make  the microbial  biocathode  a  viable  alternative  for metal  cathodes 





It  seems  that  these  cathodes  can  best  be  applied  in  an MEC with membrane, 
because  an MEC with membrane  has  a  high  catholyte  pH which  results  in  a  negligible 
concentration overpotential at  the cathode. Furthermore,  there  is no need  for buffering 
and recirculation of the catholyte, and pure H2 can be produced because methanogenesis 
at the cathode is avoided and H2 is not mixed with CO2 from the anode. Chapters 5 and 6 
demonstrated however,  that  the use of a membrane  leads  to a substantial voltage  loss. 
Future studies should thus focus on decreasing this voltage loss.  












middels  gedeeltelijke  oxidatie  van  fossiele  brandstoffen.  Echter,  fossiele  brandstoffen 
raken  uitgeput.  Bovendien  veroorzaakt  verbranding  van  fossiele  brandstoffen 
luchtvervuiling en emissie van CO2 wat bij lijkt te dragen aan opwarming van de aarde. Dus, 
H2 productietechnieken zijn nodig die geen fossiele energie gebruiken, maar hernieuwbare 
energie.  Dit  proefschrift  beschrijft  de  productie  van  H2  uit  biomassa  door middel  van 
microbiële elektrolyse.  
In  een microbiële  elektrolyse  cel  (MEC)  zetten  elektrochemisch  actieve micro‐




van H2  uit  organisch materiaal  in  een MEC  is  geen  spontaan  proces, maar  vereist  een 
aangelegd voltage die wordt geleverd door de spanningsbron. Om te compenseren voor 
het negatieve  ladingstransport door het elektrische circuit bewegen positief en negatief 
geladen  ionen  tussen  de  elektrodes  in  de  cel.  Ter  voorkoming  van  H2  verliezen  door 








en  is  uitgedrukt met  een  negatief  getal.  De  kathode  potentiaal  vertegenwoordigt  een 
extra  energieverbruik  en  daarom  is  het  relevant  deze  te  verlagen.  Dit  kan  worden 
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bewerkstelligd  door  het  toepassen  van  een  katalysator,  zoals  platina  (Pt).  Voorgaande 













dat  een  toename  in  buffer  concentratie  of  pompsnelheid,  of  een  afname  in 
stroomdichtheid  (i) de overpotentiaal verlaagt en  (ii) de minimum overpotentiaal wordt 
bereikt bij een pH die de buffer dissociatie constante (pKa) benadert. Dus om de kathode 
overpotentiaal  te  verlagen  van  een MEC,  de  buffer  (m.a.w.  pKa),  buffer  concentratie, 
pompsnelheid  en  stroomdichtheid  moeten  goed  worden  afgestemd  op  de  gewenste 
operationele pH. 
  In  Hoofdstuk  3  is  de  H2  producerende microbiële  biokathode  bestudeerd  als 
goedkoop  alternatief  voor  de  Pt‐gebaseerde  kathode.  De  werking  van  een microbiële 
biokathode was eerder al aangetoond. Echter, deze was nog niet toegepast  in een MEC. 











lange  opstartperiode  en  lage  volumetrische  waterstofproductie.  Deze  beperkingen 
moeten eerst worden verholpen voordat de microbiële biokathode een serieus alternatief 
kan  zijn  voor metaal  gebaseerde  kathodes.  In Hoofdstuk  4  veronderstelden we  dat  de 
opstarttijd van de microbiële biokathode kan worden verkort door het aanleggen van een 
meer  negatieve  kathodepotentiaal  (m.a.w.  een  grotere  overpotentiaal)  en/of  door  het 
voeden  van  een  organische  (acetaat)  in  plaats  van  een  autotrofe  (bicarbonaat) 
koolstofbron. Experimenten lieten echter zien dat een meer negatieve kathode potentiaal 
de  opstarttijd  van  de microbiële  biokathode  niet  verkortte.  Het  voeden met  een  lage 
concentratie  acetaat  (1 mM)  verkortte  de  opstarttijd met meer  dan  een  factor  2.  De 
verkortte opstarttijd was waarschijnlijk veroorzaakt door een hogere biomassa opbrengst 
in  het  geval  van  acetaat  in  plaats  van  bicarbonaat.  Dit  werd  ook  ondersteund  door 





  Naast  de  microbiële  biokathode  zijn  kathodes  op  basis  van  niet‐edelmetalen 
onderzocht  als  alternatief  voor  de  Pt  gebaseerde  kathode. Niet‐edel metalen  (bijv. Ni) 
hebben een hoge overpotentiaal  voor H2 productie  vergeleken met Pt,  zelfs bij de  lage 
stroomdichtheden  van MECs.  Om  de  overpotentiaal  te  verlagen werden  2  strategieën 
onderzocht: 1) een  toename van specifiek oppervlak van het niet‐edel metaal en 2) het 
gebruik van niet‐edel metaal  legeringen. Beide strategieën zijn uitgebreid getest voor H2 









was het  gevolg  van de  combinatie  van MEC ontwerp, doorstroom  anode  en Ni  schuim 
kathode. De Ni schuim kathode had een overpotentiaal van ‐0.23 V bij 22.8 A m‐2. Echter, 
de MEC prestaties namen af gedurende 32 dagen van functioneren vanwege een toename 
in  anode  en  kathode  overpotentiaal.  Neerslagvorming  veroorzaakte  waarschijnlijk  de 
toename in anode overpotentiaal, maar het is nog onduidelijk wat de toename in kathode 
overpotentiaal veroorzaakte. 
  Hoofdstuk  6  laat  zien  dat,  rond  neutrale  pH,  een  koperen  plaat  gecoat  met 
legeringen van nikkel‐molybdeen, nikkel‐ijzer‐molybdeen of kobalt‐molybdeen een lagere 
overpotentiaal voor waterstofproductie heeft dan een koperen plaat gecoat met nikkel. 
Echter,  de  katalytische  activiteit  van  deze  legeringen  kan  niet  volledig  worden  benut 
rondom  neutrale  pH  vanwege massa  transport  limitatie.  De  katalytische  activiteit  kan 
worden benut bij basische pH waar massa transport niet limiterend is. Dit was aangetoond 
met een vergelijkbare MEC als  in Hoofdstuk 5, maar met een kobalt‐molybdeen gecoate 
Cu  kathode.  Deze  MEC  produceerde  50  m3  H2  m‐3  MEC  dag‐1  (bij  STP)  bij  een 
elektriciteitsinput  van  2.5  kWh  m‐3  H2.  De  overpotentiaal  van  de  kobalt‐molybdeen 
gecoate Cu kathode was ‐0.1 V bij 23 A m‐2. 
  Tenslotte  zijn de bestudeerde  kathodes met elkaar  vergeleken  in Hoofdstuk  7. 
Deze  vergelijking  maakt  duidelijk  dat  de  H2  productiesnelheid  van  de  microbiële 
biokathode  omhoog  moet  en  tegelijkertijd  haar  overpotentiaal  omlaag  moet  om  een 
serieus alternatief voor metaal gebaseerde kathodes te zijn. Daarnaast  is de kathodische 
H2  efficiëntie  van  de  microbiële  biokathode  (<  50  %)  veel  lager  dan  die  van  metaal 
gebaseerde  kathodes  (>  90  %)  en  moet  dus  nog  omhoog.  Kathodes  gebaseerd  op 





met membraan,  omdat  een MEC met membraan  een  hoge  kathode  pH  heeft waar  de 
concentratie overpotentiaal geen rol speelt. Daarnaast  is het niet nodig om het katholiet 
te  bufferen  of  te  recirculeren  en  kan  pure  H2    worden  geproduceerd  omdat 
methaanproductie wordt voorkomen en er geen menging optreedt met CO2 afkomstig van 
de anode. Hoofdstukken 5 en 6  laten echter zien dat het gebruik van een membraan tot 
een  substantieel  spanningsverlies  leidt.  Toekomstige  studies  zouden  zich  dus  moeten 
richten op het verlagen van dit spanningsverlies. 





















Figure S1 The HER overpotential  (η) between pH 2.5 and 11.5   for  catholytes  containing 
different  concentrations of phosphate buffer, with 1 M KCl background electrolyte, at a 
























catabolic  and  anabolic  reaction,  to  calculate  the  Gibbs  energy  of  anabolic  reaction, 
catabolic reaction and dissipation, and to estimate the biomass yield.  






elemental  composition  (C,  H,  O,  N),  charge  (Ch)  and  stoichiometry  of  substances  in 
anabolic  (An),  and  catabolic  reaction  (Cat).  The  activities  of  dissolved  species  were 
assumed equal to the molar concentrations, and H2 is represented by the partial pressure 
in atmosphere. 
Substance  ΔGf0 (kJ mol‐1) a  C  H  O  N  Ch  An  Cat 
HCO3
‐  ‐586.9  5∙10‐3 1  1  3  0  ‐1  ‐1  0 
NH4
+  ‐79.4  5∙10‐3  0  4  0  1  1  ‐0.2  0 
CH1.8O0.5N0.2 ‐67  1  1  1.8  0.5  0.2  0  1  0 
H2O  ‐237.2  1  0  2  1  0  0  2.5  0 
Cathode‐e‐  *  48.2‐77.2**  1  0  0  0  0  ‐1  ‐4.2  ‐1 
H+  0  10‐7  0  1  0  0  1  ‐5  ‐1 






Table S2 Values  to calculate  the stoichiometry of  the metabolic  reaction with acetate as 
carbon  source. Gibbs energy of  formation  (ΔGf0) at 298 K  [1], experimental activities  (a), 
elemental  composition  (C,  H,  O,  N),  charge  (Ch)  and  stoichiometry  of  substances  in 
anabolic  (An),  and  catabolic  reaction  (Cat).  The  activities  of  dissolved  species  were 
assumed equal to the molar concentrations, and H2 is represented by the partial pressure 
in atmosphere. 
Substance  ΔGf0 (kJ mol‐1) a  C  H  O  N  Ch  An  Cat 
CH3COO
‐  ‐369.4  6∙10‐4 2  3  2  0  ‐1  ‐0.5  0 
NH4
+  ‐79.4  5∙10‐3  0  4  0  1  1  ‐0.2  0 
CH1.8O0.5N0.2  ‐67  1  1  1.8  0.5  0.2  0  1  0 
H2O  ‐237.2  1  0  2  1  0  0  0.5  0 
Cathode‐e‐  *  48.2‐77.2**  1  0  0  0  0  ‐1  ‐0.2  ‐1 
H+  0  10‐7  0  1  0  0  1  ‐0.5  ‐1 





from  their  reaction  stoichiometries  and  Gibbs  energies  of  formation  of  the  involved 
substances  (Table  S1  and  S2).  The  cathode  delivers  electrons  for  the  anabolic  and 
catabolic  reaction.  These  cathode‐electrons  have  an  energy  level  (determined  by  the 
cathode  potential),  which  has  to  be  taken  into  account  in  calculations  of  the  Gibbs 
energies  of  the  reactions.  The  Gibbs  energies were  calculated  for  standard  conditions 






  ‐0.5 V  ‐0.6 V  ‐0.7 V  ‐0.8 V 
Catabolic reaction         
ΔG0 (kJ reaction ‐1)  ‐48.2  ‐57.9  ‐67.5  ‐77.2 
ΔG1 (kJ reaction ‐1)  ‐8.3  ‐18.0  ‐27.6  ‐37.3 
Anabolic reaction         
ΔG0 (kJ reaction ‐1)  ‐259.9  ‐300.4  ‐340.9  ‐381.5 






‐0.5  ‐0.6  ‐0.7  ‐0.8 
Catabolic reaction         
ΔG0 (kJ reaction ‐1)  ‐48.2  ‐57.9  ‐67.5  ‐77.2 
ΔG1 (kJ reaction ‐1)  ‐8.3  ‐18.0  ‐27.6  ‐37.3 
Anabolic reaction         
ΔG0 (kJ reaction ‐1)  5.3  3.4  1.5  ‐0.5 
















  ‐0.5 V  ‐0.7 V  ‐0.8 V 
bicarbonate  ‐0.008  ‐0.026  ‐0.035 







[3]  J.J. Heijnen, M.C.M. Van  Loosdrecht,  L.  Tijhuis, A  black  box mathematical model  to 




















Ni (%) Co (%) Fe (%) Mo (%) O (%) C (%) 
Ni100  82  5 13
Ni85Mo15 34 18 33 15
Ni64Fe18Mo18 33 18 17 16 16
Ni76Fe16Mo8 32 15 16 26 11
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